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Molekuly nukleové kyseliny kodujici protein s enzymatickou aktivitou fruktosyltrans-
ferazy, vektor, hostitelska bufika, zpusob pfipravy FFT, FFT kdédovana molekulou nukleo-
vé Kyscliny, zpiisob pipravy transformovanych hostitelskyeh bunék, transformovani
hostitelska buiika, rostlina, mnofitelsky materidl, skliziové produkty, zpiisob vyroby
vysokomaolekulirniho inulinu, a pouZiti vysokomolekularniho inulinu

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka molekul nukleové kyseliny kodujicich proteiny, které maji enzyma-
tickou fruktosyl-transferdzovou (FFT) aktivitu. Dale se tento vynalez tvka vektortl obsahujicich
tyto molekuly nukleové kyseliny, hostitelskych bunék transformovanych témito molekulami
nukleové kyseliny. zejména transgennich rostlinngch bunék. rostlinnych pletiv a rostlin, dale
mnozitelského materialu a skliziovych produkti, a dale zptsobu pripravy téchto transformova-
nych hostitelskych bunék. Kromé toho se vynilez tykd zpiisobu pripravy FFT a FFT kédované
molekulou nukleové kyseliny podle vynalezu. Déle s¢ predmétny vynalez tyka produkce trans-
gennich rostlin. které syntetizuji inulin s dlouhym fetézcem diky zavedeni molekul DNA koduyi-
cich FET. Predkladany vynalez se také tykd zpisobu vyroby vysokomolekularniho inulinu, Jehoz
zbytky obsahuji v praméru vice nez 20 fruktosylovych zbytkd, v ruznych hostitelskych organis-
mech. zejmena rostlindch. zpisobu in vitro vyroby tohoto vysokomolekularniho inulinu pomoci
FET podle vynalezu, a pouziti tohoto vysokomolekularniho inulinu.

Dosavadni stav techniky

Linedrni. ve vodé rozpustné polymery maji velmi iroké spektrum aplikaci, napiiklad jich lze uzit
ke 7vySeni viskozity vodnych systémi, jako detergenti. jako suspendacnich &inidel nebo pro
urychleni sedimentaéniho procesu a pro komplexovani. ale také pro vazani vody. Polvmery na
bazi sacharidi, napriklad fruktosylové polysacharidy. jsou obzvlases 7ajimave materidly, protoze
jsou biologicky odbouratelné (biodegradovatelngé).

Kromé jejich vyuziti jako obnovitelné suroviny pro primyslovou produkei a zZpracovani, jsou
[ruktosylove polymery také zajimavé jako potravinova aditiva, napiiklad jako uméla sladidla, Pro
rivenc aplikace jsou potieba polymery s riznou délkou felézee. Zatimeo polymery s kratkym nebo
stiedné dlouhym fetézcem jsou vyhodné v potravindiském pramyslu, polymery s vysokym stup-
nem polymerizace (DP) jsou uziteéné pro technické técly, jako je napiiklad vyroba surfaklantt
(povrchové aktivnich latek).

Doposud byly popsany pouze zpiisoby produkcee fruktanovych polysacharidi s dlouhym fetézecem
v rostlindch pomoci exprese enzymi fruktosyltransferiz bakterialniho pivodu. Vétiina bakterial-
nich fruktosyltransferaz syntetizuje levan, fruktosylovy polymer vazany B-2.6 vazbou, ktery ma
cetna B-2.1 vétveni. Toto vétveni piedstavuje z technického hlediska znaénou nevyhodu a proto
ie levan jakoZto technicky materidl podstatné méné vvznamny nez inulin,

Dosud je zndm pouze jeden bakterialni gen. jehoz produki se G¢astni syntézy mulinu, a sice pen
Rt ze Streprococcus mutans. V principu je moné exprimovat gen v rostlinach, pokud by byl
ziskin a upraven metodami genového inzenyrstvi. Aviak vytézek inulinu 7 transgennich rostlin je
tak nizky. Ze ekonomicky vyhodné vyuziti takovych transgennich rostlin nepripada v Givahu.

Dale je také zndm zpiisob pFipravy transgennich rostlin exprimujicich fruktosyitransferazy
¢ Hellunthus tiherosus. Exprese téchto gent v transgennich rostlinach vede k tvorbé inulinu
s primérnym stupném polymerizace DP = 6 az DP = |0, Polymery s timto stupném polymerizace
nelze povazovat za inulin s dlouhym fetézcem. Inulin s primérnym stupném polymerizace
DP = 6 az DP = 10 viak neni vhodny pro vétsinu technickych aplikaci.
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Zpisoby produkce inulinu s dlouhym fetézcem v rostlinach nebo zpiisoby pripravy vhodnych
enzymii pro syntézu inulinu nejsou dosud znamy.

Patentova pfihlaska PCT/US89/02729 popisuje moznost tvofit cukerné polymery, zejména
dextran ncho polyfruktézu, v transgennich rostlinach, obzvlasté v plodech transgennich rostlin.
Pro pripravu takovych modifikovanych rostlin se navrhovalo pouziti levansacharézy z mikro-
organismi, konkrétné z derobacter levanicum, Streptococcus salivarius a Bacillus subtilis. nebo
dextransacharozy z Leuconostoc mesenieroides. Aviak nikde nebyla popsana ani produkee aktiv-
nich enzymu. ani levanu ¢i dextranu a ani pfiprava transgennich rostlin. Patentova prihlaska
PCT/EP93/02110 popisuje zpisob produkee transgennich rostlin exprimujicich gen lse levansa-
charazy 2 gramnegativni bakterie Erwinia amylovora. V patentové prihlasce PCT/NL83/00279 je
popsana transformace rostlin majicich chimérické geny. které obsahuji gen sacB z Bacilius
subtilis nebo gen ftf ze Streptococeus mutans. Transgenni rostliny exprimujici gen SacB tvofi
rozvétveny levan. Transgenni rostliny exprimujici gen fif synictizuji vysokomolekularni inulin,
avsak vynos je tak nizky. ze ekonomické vyuziti nepfichazi v avahu.

Patentova prihlaska PCT/NLIS/00012 popisuje sckvence DNA kodujici enzymy syntetizujici
cukerné polymery a produkcei transgennich rostlin s pomoci téchto sekvenci DNA. Popisované
sekvence pochizeji 7 Helianthus tuberosus. Podle dokumentu PCT/NL96/00012 Jsou popsané
schvence vhodné nejenom k modifikaci fruktanového profilu naptiklad petnie a brambory. ale
také samotné Helianthus tuberosus. Kdyz se v transgenni rostliné exprimuje gen 8ST a FFT,
maze se tvofit inulin. Primémy stupen polymerizace inulinu Je vSak vrozmezi PD =6 az
PD=10. Produkee vysokomolekularniho inulinu neni mozna zpisoby. které byly popsany
v PCT/NL96/00012. Prihiaska PCT/EP97/02195 popisuje zpusob pfipravy transgennich rostlin
tvoficich inulin pomoci genu ftf ze Streprococcus mutans. Vytézek vysokomolekularniho inulinu

Je viak nizky, jak tomu bylo i u rostlin popsanych v prihlasce PCT/NI.93/00279. Piihlaska

DE 19708 744.4 popisuje produkcei inulinu s kratkym fetézeem pomoci enzymu, ktery vvkazuje
fruktosylpolymerazovou aktivitu. Inulin s kratkym Fetézcem lze pripravit v transgennich rostli-
nach. VytéZek inulinu s kratkym fetézcem je velky a u brambor odpovidd bunéenému obsahu
sachardzy. Produkee inulinu s dlouhym fetézeem viak nebyla popsana.

Podie dosavadniho stavu techniky hyla syntéza inulinu u rostlin dikladné zkoumana (Pollock
a Chatteron. Fructuns, The biochemistry of Planis, Vol 14, 1988, Academic Press. str. 109 ] 401,
Avsak pfirozené se v rostlindch vyskytujici mulin je inulin s kratkym fetézcem s maximalnim
stupném polymerizace priblizné DP = 35 (viz vvie publikace Pollock u Chatteron). Syntéza
a metabolismus fruktani v rostlinach vyzaduji aktivitu alespon tfech enzymi sacharézofrukio-
syltransferazy zavislé na sachardze (SST). ktera tvofi trisacharidovou kestozu. fruktanfruktosyl-
transferazy zavislé na fruktanu (FFT), ktera prenasi fruktosylovy zbytek 7 fruktanovych molckul
s nejmendim stupném polymerizace DP =3 (kestdza) na sachardzu a vv88i fruktany, a fruktan-
exohydrolazy (FEH). kterd odstraiuje fruktdzové zbytky 7 fruktanovych molekul. Neni znaémo,
zda rozdily v pramérné molekulové hmotnosti inulinu z riznych rostlinnych druhi, napt. 2 x 10
v pripadé Allium cepa a 5 x 107 v pripade Helium tuberosum. vychazeji z rozdilnych vlastnosti

jejich SST. FFT a FEH.

Z.1ohoto duvodu neni mozné vzhledem k soucasnym znalostem tykajicim s syntézy inulinu
urostlin identifikovat vhodné DNA sekvence, jejichz pomoci by mohl byt syntetizovan vysoko-
molekulari inulin v rostlinach v ekonomicky zajimavych mnozstvich.

Proto je cilem predkladancho vynalezu poskytnout molekulu nukleové kyseliny a zpusoby, ktere
umozni pripravit geneticky modifikované organismy, zejména rostliny, schopné tvofit iulin
s dlouhym fetézcem.

Vyse zminény problém je feSen predkladanym vynalezem, ktery je popsan pomoci nasledujicich
prikladii provedeni a definovan patentovymi naroky.
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Podstata vynalezu

Podstatu pfedmétncho vynaiezu tvofi molekuly nukleové kyseliny kodujici protein s enzymatic-
kou aktivitou fruktosyltransterdzy (FFT) vedouci k syntéze vysokomolckulérnich fruktanovych
polymerd. jejich? molekuly obsahuji v priméru vice nez 20 fruktosylovych zbytki, pricem?
molekuly nukleové kyseliny jsou vybrany ze skupiny zahrnujici:

(a} molekuly nukleové kyseliny kodujici protein obsahujici aminokyselinovou sckvenci uvede-
nou jakoid. & 2 aid. ¢ 4:

(b) molekuly nukleove kyseliny obsahujici kodujici sekvenci uvedenou jako id. ¢. | nebo id. & 3.
nebo odpovidajici ribonukleotidovou sckvenci:

(¢) molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou sekvenci prinejmensim 7 80 % identic-
kou s kodujici sekvenci uvedenou v id. &. 1;

(d) molekuly nukleové kyseliny kodujici protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci pfingj-
mensim z 85 % identickou s aminokyselinovou sekvenci uvedenou vid. é. 2: a

(¢} molekuly nukleové kyseliny obsahujici fragment nukleotidové sckvence z ¢asti (a). (b). (c)
neho (d).

Vyhodna je podle vynalezu molekula nukleové kyseliny, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci
z vice nez 90 % identickou s kodujici sekvenci uvedenou v id. ¢ 1. Dile je vyhodna molekula
nukleove Kyseliny, kde aminokyselinova sckvence kddovaného proteinu Je z vice nez 90 % iden-
ticka s aminokyselinovou sekvenci id ¢. 2. podle jesté vyhodnéjsiho provedeni 7 vice nez 95 %
identicka s aminokyselinovou sekvenci id ¢. 2, podle jeste vyhodngjsiho provedeni 7 vice nez
97 % identicka s aminokyselinovou sekvenci id €. 2, a podle nejvyhodngjsiho provedeni z vice
nez 99 % identicka s aminokyselinovou sekvenci id ¢. 2. Vyhodné je molekulou nukleové Kyseli-
ny molekula DNA, nejvyhodngji molekula eDNA. nebo molekula RNA. Molekula nukleové
kyseliny nejlépe pochazi z artyéoku.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi vekior obsahujici libovolnou vyse specifikova-
nou motekulu nukleové kyseliny. Vyhodny je vektor, kde molekula nukleové kyscliny je opera-
tivine spojena s regulaénimi prvky. které zajisCuji transkripci a syntézu translatovatelné RNA
v prokaryotickych a/nebo cukaryotickych buitkach, vyhodné jsou tyto regulacéni prvky odvozeny
7 promotoru B33 genu patatinu nebo promoetoru 358 CaMV.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi hostitelska buika transformovana libovolnou
vyse specifikovanou molekulou nukleové kyscliny nebo libovolnym vyse specifikovanym vekto-
rem. nebo buitka. kiera je odvozena 7 takové bunky. kde tyto odvozené buiiky obsahuji uvedenou
molekulu nukleové kyseliny nebo uvedeny vektor. Vyhodné tato hostitelska burika navic obsahu-

Je gen Kodujici sachardzofruktosyltransferizu (SST) zavislou na sacharoze.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi zpiisob pripravy FFT, Jehoz podstata spoc¢iva
v tom. ze se vyse specifikované hostitelské buiiky kultivuji v podminkach, které umoziuji synté-
20 FFT a pak s¢ FFT izoluje z kultivovanych bunék a/nebo kultivaéniho média.

Do rozsahu predmétného vyndlezu rovnéz nalezi FF1 kadovana libovolnou vyse specifikovanou
molekulou nukleové kyseliny nebo pripravena vyse definovanym zpisobem.,

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi zplsob pripravy transformovanych hostitels-
kych bunck, zejména transgennich rostlinnyeh bunék, transgennich rostlinnych pletiva transgen-
nich rostlin. jeho? podstata spociva v tom, e obsahuje krok, kdy se vnese molekula libovolné
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vyse specifikované nukleove kyseliny nebo v¥de specifikovany vektor do hostitelské buiiky. rost-
linné buitky, rostlinného pletiva nebo rostliny.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi transformovand hostitelska buika, transgenni
rostlinna buiika. rostlinné pletivo nebo rostlina. které obsahuji libovolnou vyse specifikovanou
molekulu nukleové kyseliny nebo vektor nebo které jsou piipravitelné v¥ie uvedenym zplsobem
nebo které jsou odvozeny z takovych bunék, pletiv nebo rostlin, kde uvedena odvozena buiika.
pletivo nebo rostlina obsahuje uvedenou molekulu nukleové kyseliny nebo uvedeny vektor.

Do rozsahu ptedmétneho vynalezu rovnéz nalezi transformovand hostitelska burika. transgenni
rosthinna buiika, rostlinné pletivo nebo rostlina, kieré navic obsahuji gen kédujici sachardzo-
fruktosyltransferazu (SS'T) zavislou na sachardze.

Do rozsahu predmétneho vynalezu rovnéz nalezi rostlina obsahujici vyse specifikované rostlinné
buitky nebo rostlinné pletivo.

Vyhodné je touto rostlinou uzitkova rostlina, nejvyhodnéji se jedné o rostlinu obsahujici sacharo-
LU,

Do rozsahu pfedmétneho vynalezu rovnéz nalezi mnoZitelsky material libovolné 7 vyée specifi-
kovanych rostlin obsahujici libovolné z vyse specilikovanveh rostlinnych bunék.

Do rozsahu predmémého vynalezu rovnéz nilezi skliziiové produkly libovolnyeh 7 vyse specifi-
kovanych rostlin obsahujici libovelné z vyse specifikovanych rostlinnyeh bunék.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéZz nalezi zpisob vyroby vysokemolekularniho inulinu,
_ ) Y 3 :
jehoz molekuly obsahuji v priméru vice nez 20 fruktosylovych zbytkii, jehos podstata spotiva
v tom, ze zahrmuje

(a) kultivaci libovolné vyse specifikované transformované hostitelshé buitky. transgenni rostlinné
buriky ncbo rostlinného pletiva nebo rostliny za podminek, které umoziuji tvorbu FFT a premeénu
I -kestozy. pripadné dodavané zvengi, nebo ekvivalentniho substratu, na tento vysokomolekularni
inulin, a

(b) izolovani takto vytvoreného inulinu z kultivovanych bunck, pletiv nebo rostlin ncho 2 kulti-
vacniho média.

Do rozsahu piedmétncho vynalezu rovnéz naleZi zpisob vyroby vysokomolekuldrniho inulinu
Jehoz molekuly obsahuji v priméru vice nez 20 fruktosylovych zbytki, JehoZ podstata spodiva
v tom, Ze zahmuje

(a) piivedeni I-kestozy nebo ekvivalentniho substratu do kontaktu s FFT za podminek, které
umoznuji preménu na tento vysokomolekularni inulin, a

(b) izolovani takto vyivofencho inulina.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovnéz nalezi zpiisob in vitro viroby vysokomolekulariho
inulinu. jehoz molekuly obsahuji v priméru vice nez 20 fruktosylovych £bytki. jehoz podstata
spociva v tom, 7e se sacharoza jakozto substrat preméni na vysokomolekularni inulin plsobenim
kombinace enzymi obsahujici SST a FFT.

Do rozsahu predmétného vynalezu rovné? nalezi pouziti vysokomolekularniho inuling, jehoz
molekuly obsahuji v priméru vice nez 20 fruktosylovych zbytki, pripravitelného z libovolné
vyse specifikované hostitelské buiiky. rostlinné buiiky nebo rostlinného pletiva, rostliny, mnozi-
telského materialu nebo z¢ skliziiového produktu, nebo za pomoci libovolného 7 vyie specifiko-
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vanych zplsobi. k vyrobé surfaktantl ke zvySeni viskozity vodnych systémi, jako detergentu.
suspendacniho cinidla. pro urychleni sedimentace a pro komplexovani nebo vazani vody.

Ve smyslu predkladancho vynalezu znamend. ze enzym majici fruktosyltransferazovou aktivi-
tu (F¥T) je protein. ktery je schopny katalyzovat vznik B-2.1 glykosidické a/nebo B-2,6-glyko-
sidické vazby mezi fruktdzovymi jednotkami. Fruktosylovy zbytek, ktery ma byt pienesen, mize
pochazet z |-kestozy ncho fruktanového polymeru.

Vysokomolekularnim fruktosylovym polymerem se ve smyslu predkladaného vynalezu rozumf
molekula obsahujici v priméru vice nez 20. vyhodné vice nez 25 a jedté vyhodnéji nejméné
32 truktosylovyeh zbytkia. Navic se ve smyslu piedkladaného vynalezu vysokomolekuldrnim
fruktosylovym polymerem rozumi molckula obsahujici v priméru méné nez 3000, vyhodnén
men nez 300 a zvlaste vyhodné méné nez 100 fruktosylovych zbytkii. Fruktosylové zbytky jsou
spojeny bud’ B- 2.1 nebo 3-2.6-glykosidickou vazbou. V pripadé¢ inulinu jsou zbytky obecné
navazany P-2.1-glykosidickymi vazbami. V malé mife se vyskytuji také P-2.6-glykosidické
vazby. v méné nez 5 % pripadii. vyhodng méné nez ve 3 %. vyhodngji méné ncz v 1.5 % a nejvy-
hodnéji méné nez v 0.5 % pripadd. Fruktosvlovy polymer mize nést na svém konci glukézovy
7bytek. ktery je spojen prostiednictvim OH skupiny na atomu C-1 glukdzy a OH skupiny atomu
(=2 fruktosylového zbytku. V takovém pripadé fruktosylovy polymer obsahujc také molekulu
sachardzy.

Podle vynilezu bylo piekvapive zjisténo. ze béhem exprese molekul nukleové kyseliny podle
vynalezu se v transgennich rostlinach tvofila velkd mnozstvi inulinu. Inulin tvofeny v rostlinach
mel pramémy stupef polymerizace zietelné vy3si nez DP =20, To bylo ncodekavané. nebot
podobny enzym v Helianthus tuberosus se podili na syntéze inulinu s pramérnym stupném poly-
merizace niz$im nez DP = 20 v transgennich rostlinach (viz PCT/NL96/00012).

Molekuly nukleové kyseliny podle vindlezu mohou byt jak DNA. tak RNA molekuly. Vhodné
molekuly DNA jsou napfiklad molckuly genomové DNA nebo ¢DNA. Molekuly nukleové kvse-
liny podle vynalezu mohou byt izolovany v prirodnich zdrojii. vyhodné artycoku. nebo mohou
byt syntetizovany pomoci znamych metod.

Prostrednictvim obvykiyeh molekulamé biologickych metod je moiné (viz napr. Sumbrook et al.,
1989, Molecular Cloning, A Luboratory Manual, 2. vvddni, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Cold Spring Harbor, NY) zavést do molekul nukleové kyscliny podle vynalezu odlisné
mutace. coz vede K tomu, Ze takto je mozné syntetizoval proteiny s modifikovanymi biologicky-
mi vlastnostmi. Na jedné strané je tu moznost vytvaiet deledni mutanty, kdy se tvoti molekuly
nukleové kyseliny postupujicimi delecemi od 5~ nebo 3'—konce kodujici sekvence DNA. Tyto
nukleove kyseliny pak poskytuji syntézu proteini, které jsou adekvitné zkréceny. Takovymi
delecemi na 5'-konei nukleotidové sekvence je napiikiad mozné identifikovat aminokyselinové
sekvence. které jsou odpovédné za translokaci enzymu v plastidech (tranzitni peptidy). To umoz-
idje specitickou produkei enszyma, kieré diky odstranéni prisluinych sekvenci nejsou jiz nadale
lokalizovany ve vakuolich, ale v cytosolu, nebo kter¢ jsou diky pripojeni dalsich signalnich
sekvenci lokalizovany v jinych kompartmentech.

Na druhd strané dalsi moznosti je zavedeni bodové mutace na pozice. kde modifikace aminokyse-
linové sekvence ovliviluje napiklad enzymovou aklivitu nebo regulaci enzymu. Timto zpisobem
mohou byt napfiklad tvofeny mutanty, které maji zménénou hodnotu K,, nebo které jiz nadale
nepodléhaji regulatnim mechanismim, které normalng v bufice existuji. jako jsou naptiklad
alosterické regulace nebo kovalentni modifikace.

Kromé toho mohou byt tvofeny mutanty. kieré vvkazuji zménénou substratovou specificitu nebo
specificitu pro produkt. Mohou byt také tvofeny mutanty. které vyvkazuji zménény profi] aktivita-
teplota.
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Pro manipulaci v prokaryotickych buiikach metodami genetického inzenyrstvi mohou byt mole-
kuly nukleové kyseliny podle vynalezu nebo &asti téchto molekul zavedeny do plazmidii umoz-
finjicich mutagenezi nebo modifikaci sekvence rekombinaci sekvence DNA. Prostéednictvim
standardnich metod (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vidini,
Cold Spring Harbor Luboratory Press. Cold Spring Harbor. NY) se mohou zaménovat baze
amohou byt pfidavany pfirozené nebo syntetické sekvence. Aby sc fragmenty DNA navzajem
spojily. mohou k nim byt pfidany specialni adaptatni nebo spojovaci sekvence. adaptéry nebo
spojky (linkery). Mimoto se mohou provadét manipulace, které poskytuji vhodna stépna mista
nebo které odstrafuji piebyteénou DNA neho nadbytecna §tépna mista. Jsou—li mozné inzerce.
delece nebo substituce. mitze se provadét in virro mutageneze, ndhrada pomoci primeru. restrikce
nebo ligace. Jako metody analyzy se obvykle pouzivaji sekvenéni analyza, restrikéni analyza
a dalsi biochemické nebo molekularné biologické metody.

Termin ..hybridizace™ ma ve smyslu tohoto vynalezu vyznam hybridizace za obvyklych hybridi-
zacnich podminek. vyhodné za stringentnich podminek. jak je napfiklad popsano v Sambrook et
al.. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyddni, (19895, Cold Spring Harbor Laho-
ratory Press. Cold Spring Harbor. NY. Pfikladem hybridizace ve stringentnich podminkach je
hybridizace v podminkach definovanych takto: 50% formamid. Sx SSC. 5x Denhardtiiv roztok.
40 mM fosfore¢nan sodny pH 6.8. 0.5% (hmot./objem) BSA. 1% (hmot./objem) SDS, 0,1 mg/ml
DNA 7¢ spermatu sled'li. a to pii 42 °C. Prikladem obvyklé hybridizace v non stringentnich pod-
minkach je hybridizace v podminkach definovanyeh stejné jako viz vyse. s tim rozdilem, ze
misto 50% je u7it 30% formamid. Promyvaci podminky jsou v pripadé stringentnich padminek
vyhodné 0.5x SSC/A,5% SDS pii 60 °C a v piipadé non-stringentnich podminek vyhodné
2x §5C/0.5% SDS pii 56 °C.

Molekuly nukleové kyseliny, které hybridizuji s molekulami podle vynalezu. mohou byt izolova-
ny napfiklad z genomovych nebo ¢DNA knihoven, které byly pfipraveny z odpovidajicich orga-
nismil. napiiklad z artyéoku.

K identifikovéni a izolovani takovychto molekul nukleové kyseliny mohou byt pouzity molekuly
podle vynilezu ncbo Casti téchto molekul nebo reverzni komplementy téchto molekul, naptiklad
ziskan¢ hybridizaci pomoci obvyklych metod (viz naptiklad Sambrock a kol 1989, Molecudar
Clening, A Laboratory Manmual, 2 vvddni. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N

Jako hybridizacni sonda mohou byt naptiklad pouzity molekuly nukleové kyvseliny, jejichz
nukleotidova sekvence je zeela shodna nebo v podstaté podobna schvenci uvedené zde jako sek-
vence 1d. &. | neho sekvence id. ¢. 3, nebo ¢asti téchto schvenci. Fragmenty pouzité jako hybridi-
zacni sondy mohou byt syntetické fragmenty. které byly vytvoreny prostiednictvim obvyklych
zplsobti syntczy, a jejichz sekvence jsou v podstaté podobné sekvencim molekuly nukleové
Kyseliny podle vynalezu.

Molekuly hybridizujici s molekulami nukleové kyseliny podle vynalezu také zahruji fragmenty,
derivaty a alelické varianty molekul nukleové kyseliny popsanych vyse kodujicich protein podle
vynalezu. Terminem fragmenty™ se mini ¢asti molckul nukleové kyseliny, které Jsou dostatecné
dlouhé, aby kédovaly jeden z proteini podle vynalezu. Termin _derivat™ v tomto smyslu zname-
nd. ze s¢ sckvence téchto molekul 1isi od sekvenei molekul nukleové kyseliny popsanych vyse
v jedné nebo nckolika pozicich. aviak s @mito sekvencemi maji vysoky stupen homologie.
Homologie znamend sekvenéni identitu alespori 40 %. zejména alespor v 60 %, vvhodné vice
nez 80 % a nejvwhodnéji viee nez 90 %. Proteiny kodované takovymi molekulami nukleové
kyseliny maji schvenci identickou s aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvenciid. €. 2
alesponi v 80 %, vyhodné v 85 % a zejména vyhodné ve vice nez 90 %. 95 %. 97 % a 99 %,
Odchylky od vyse popsanych molekul nukleové kyseliny mohou byt tvofeny deleci, substituci.
inzerci nebo rekombinaci.
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Molekuly nukleové kyseliny. kieré jsou homologni s vy$e popsanymi molekulami. a které pred-
stavuji derivéty téchto molekul, jsou obvykle varianty téchto molekul, které piedstavuji modifi-
kace majici tutéz biologickou funkei. Mohou to byt ptirozené se vyskytujici varianty, napiiklad
sckvence 2 jinych organismi nebo mutace, které mohou vzniknout bud’ prirozené nebo které byly
vneseny specifickou mutagenezi. Kromé toho mohou byt tyto varianty synteticky vytvoiené
sckvence. Alelické varianty mohou byt bud’ prirozené se vyskytujici varianty nebo synteticky
vytvofené varianty nebo varianty vytvorené metodami rekombinantni DNA.

Proteiny kodované riiznymi variantami molekul nukleové kyscliny podle vynalezu vykazuji uréi-
1€ spoledne vlastnosti, jako je enzymova aktivita. molekulova hmotnost, imunologicka reaktivita
nebo konformace. ¢i fyzikalni vlastnosti, jako je clektroforeticka pohyblivost, chovani pii chro-
matografii, sedimentacni koeficienty, rozpustnost, spektroskopické viastnosti. stabilita, optimum
pH. teplotni optimum.

Jak jiz bylo uvedeno, ve vyhodném provedeni jsou nukleové kyseliny podle vynalezu ziskany
zartyCoku (Cynara scolvmus).

Pokud sc ty¢e vektordl obsahujicich molckuly nukleové kyseliny podle vynéalezu, vvhodné se
Jednd o plazmidy. kosmidy, viry. bakteriofagy a dali vektory obvykle pouzivané v oboru geno-
vého inzZenvrstvi.

Ve vektoru podle vynalezu je sekvence nukleové kyseliny podle vynalezu vyhodné operativné
spojena s regulanimi prvky. coz zaruéuje transkripei a syntézu RNA v prokaryotickych a/nebo
eukaryotickych bunkach, kterd mize byt translatovana.

Expresni vektory pedle vynalezu umoziuji produkcei inulinu s dlouhym fetézcem v riznych hosti-
telskych organismech. zcjména v prokaryotickych nebo eukaryotickych burikach jako jsou bakte-
rie. houby, fasy, buiiky zivogichi a vyhodné rostlinné buiky a rostliny. Vyhodné hostitelské
organismy jsou zvlaste kvasinky jako napiiklad S cereviviae. bakterie mléeéného kvaseni jako
Streptococcus thermophilus. — Lactobacillus bulgaricus.  Streptococeus lactis, S, cremoris..
Lactobacillus acidophilus a Leuconostoc cremoris.

Kodované enzymy mohou byt pouzity pro produkei inuiinu s dlouhym fetézeem také mimo hosti-
telské organismy. Zvlasté vyhodné jsou rostlinné buriky.

Pichled tykajici se riiznyeh expresnich systémi lze najit napi. v publikacich Methads in
Enzymology 153, 1987, 385 -316. Bitter a kol.. Methods in Enzvmology 133, 1987, 516-544,
Suwers kol Applied Microbiology and Riotechnology 465. 1996, 1-9. Billman Jacobe.,
Current Opinion in Biotechnology 7. 1996, 500-504. [ockeny, Trends in Biotechnology 12,
1994, 436463, a Griffiths a kol., Methods in Molecular Biology 75, 1997, 427440, Expresni
systémy pro kvasinky byly popsany v publikacich Hensimng a kol.. Antonie van Lewwenhock 67,
1995, 261-279, Bussinew a kol.. Developments in Biological Standardization 83, 1994 13- 198,
Gellissen a kol Antonie van Lewwenhoek 62, 1992 79-93. Fleer. (urrent ( dpinion in
Biotechnology 3, 1992, 486-496, Vedvick, Curvent Opinion in Biotechnology 2, 1991, 742-745;
a Buckholz, Bio/Technology 9, 1991, 1067 1072. V publikacich podle dosavadnim stavu techni-
ky byly expresni vektory popsany ve znaéném rozsahu. Kromé genu selekéniho markeru a repli-
kacniho pocatku, ktery zajistuje replikaci ve vybraném hostiteli. obvykle expresni vektory obsa-
huji bakteridlni nebo virovy promotor, a ve vél3ing pripadii také terminacni signdl transkripee.
Obvykle je alesport jedno restrikéni misto nebo polylinker (viceceiné klonovaci misto) mezi pro-
motorem a (erminacnim signdlem. co7 dovoluje vlozit kddujici sekvenci DNA. Jestlize Je aktivni
ve vybraném hostitelském organismu, muze sc jako promotorova sekvence uzit DNA piirozené
kontrolujici transkripei odpovidajiciho genu. Tuto sekvenci Je mozné zaménit jinou promotoro-
vou sekvenci. Je také mozné uzit promotor. ktery umoziuje konstitutivni expresi genu a nebo
indukovatelny promotor. ktery umozituje cilenou regulaci exprese genu leZictho po sméru trans-
kripce (.downstream™). Bakterialni a virové promotorové sekvence (&chto vlastnosti jsou 2 dosa-
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vadniho stavu techniky znamy. pfi¢emz byly popsany v riznych publikacich. Regulacni sckvence
pro expresi v mikroorganismech (jako je £ coli nebo S. cerevisiae) byly dostateéné popsany
v publikacich podle dosavadniho stavu techniky. Promotory. které dovoluji zvlasté silnou expresi
~downstream™ leZiciho genu jsou napi, T7 promotor (Studier a kol.. Methods in Enzymology 183,
1990, 60-89); lacuvs. trp, trp lacUVS (DeBoer u kol in Rodriguez and Chemberluin,
Promotors. Structutre and Function, Praeger. New York, 1982, 462- 481 DeBoer a kol Proc.
Nail. Acad. Sci. USA, 1983, 21-23, kpl. rac (Boros et al., gene 42, 1986, 97-100), Obvykle je
mnoZzstvi proteinu nejvy3ssi v iscku od stiedu ke konci logaritmické faze ristového cyklu mikro-
organismu. Z tohoto divodu se vwhodné uzivaji indukovatelné promotory pfi svntéze proteini.
To Casto umozniuje vy33i produkei nez uziti konstitutivniho promotoru. Pouziti silného konstitu-
tivniho promotoru €asto vede. prostrednictvim permanentni transkripce a translace klonovaného
genu. ke ztrat¢ cnergie na jiné nezbytné bunééné funkee, co? pak zpomaluje rist bunék
(Bernard R. Glick, Juck J. Pusternak, Molekulare Biotechnologie, 1993, Spektrum Akademischer
Verlug GmbIl, Heidelberg, Berlin, Oxford. sir. 342). Aby tedy bylo dosazeno optimalniho
mnozstvi proteinu, Casto se uziva dvoufazovy proces. Nejdiive se hostitelske buitky kuitivuji
v optimalnich podminkéch, dokud se nedosahne relativig vysoké hustoty bunék. Ve druhé fazi je
indukovina transkripee v zévislosti na tom, jaky byl pouzit promotor. Zviasté vhodny je v tako-
vém pfipadé promotor tac indukovatelny laktozou nebo PTG (=izopropyl-p-D—thiogalakto—
pyranosid) (DeBoer a kol Proc. Natl. Acad Sci. USA 80, 1983, 21-25). Terminaéni signaly
transkripee byly v dosavadnim stavu techniky také dostateené popsany.

Transformaci hostitelské bunky odpovidajici DNA. ktera kéduje protein. lze provest standardnim
postupem, jaky je naptiklad popsan v publikaci Sumbrook o kol., Molecular ( Toning: A Laboru-
tory Manudal. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY. 1989, Kultivace
hostitelskych bunék se provadi v zivném médiu. které odpovida nutri¢nim pozadavkim pouzi-
tych hostitelskych bunék, zejména pokud jde o pll. teplotu. koncentrace soli. provzduiiovani
media. pritomnost antibiotik, vitamin, stopovyeh prvki apod.

Purifikace enzymu produkovaného hostitelskymi buitkami se provadi obvyklymi purifikaénimi
technikami jako je precipitace, iontova vyménnd chromatogratie, afinitni chromatografic. gelova
filtrace, HPLC s reverzni fazi apod.

Modifikaci DNA. kiera je exprimovana v hostitelskych buiikach, Je mozng v hostitelskych buit-
kach exprimovat takovy polvpeptid, kterv se snaze izoluje 7 kultivaéniho média diky uréitym
vlastnostem. takze je napiiklad moiné exprimovat protein jako [hzni protein s dal3i poly-
peptidovou sekvenci. jejiz specifické vazebné viastnosti dovoluji izolovat fuzni protein pomoci
afinitni chromatografie (viz napt. Hopp a kol.. Biotechnology 6, 1988, 1 2041 210, Sussenfeld,
Trend in Biotechnol. 8, 1990, 88-93).

Pro cexpresi v rostlinnych buiikich jsou vyhodné regulacni prvky promotoru B33 patatinového
genu. Dalsim vyhodnym promotorem je promotor 35§ CaMV a promotor genu pro alkohol-
dehydrogendzu ze Saccharomyees cerevisiae.

Vektory podle vyndlezu mohou obsahovat dalsi funkéni Jjednotky, které stabilizuji vektor v hosti-
telském organismu, napiiklad bakterialni replikadni pocatek nebo 2—mikron—DNA pro stabilizaci
v 8. cerevisive. Kromé toho mohou obsahovat levou a pravou hraniéni sekvenci T-DNA
7 Agrobacterium, coz umoziuje stabilni integraci do genomu rostlin,

Vektory podle vynalezu mohou dale obsahovat funkéni terminatory, jako je naptiklad termindtor
zZ genu oktopinsyntazy z Agrobacterium.

Podle dalsiho provedeni je nukleova kyselina podle vynalezu spojena s molekulou nukleove
Kyseliny vektoru podle vynalezu, kdy nukleova kyselina koduje funkEni signalni sekvence, aby
bylo mozné smérovat produkt do riznych bunéénych kompartmentil. Takova modifikace mize
napfiklad spocivat v tom, Z¢ se prida N- koncova sckvence pro sckreei do apoplastu vy&sich rost-
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fin. ale v rozsahu vynalezu je také jakakoliv dalsi modifikace vedouci k fUzi signalniho peptidu se
sekvenci kodujict FFT. Molekula nukleové kyseliny obsazena ve vektoru podle vynalezu mize
zejmena obsahovat sekvence kodujici aminokyselinové sekvence zpasobujici sekreci. V této sou-
vislosti je vyhodné uziti signainiho peptidu a—CGTazy z Klebsiela oxytoca M3SA1 (Fiedler
akol, J. Mol Biol 256, 1996, 279-291) nebo signdlniho peptidu. ktery je kodovan nukico-
tidy 11529 az 11 618 sekvence vedené v GeneBank pod &islem X86014.

Zv1asté vyhodné provedeni vyndlezu se tyka plazmidd p35—csFFT a p33-¢sFFT a jejich konst-
rukce, ktera je popsana v pfikladech.

V dalsim provedeni se vynilez tyka hostitclskych bunék, které pfechodné nebo stabilng obsahuji
molekuly nukleove kyseliny nebo vektory podle vynalezu nebo pochazeji z takovych bunék.
Hostitelskou buiikou se rozumi organismus, ktery je schopny vneseni i virro rekombinantni
DNA a pak je piipadné schopen syntetizovat proteiny kddované molekulami nukleové kyseliny
podle vynalezu. Hostitelské buiky jsou prokaryotické nebo cukaryotické buiiky. Vyhodné jsou to
mikroorganismy. Vyhodné podle vynalezu jde o bakterie a protista (jako jsou houby. zejména
kvasinky a fasy). jak jsou definovany napfiklad v Schlegelové . Allgemaine Mikrobiologie™
(Georg Thieme Verlag, 1985, 1-2). V souvislosti s prokaryotickymi hostitelskymi organismy je
treba poznamenat, 7e byl ukazan pozitivi U¢inek inulinu na rist uréityeh mikroorganisma. jako
Jsou napfiklad bifidobakterie 7 lidského intestinalniho trakiu, Bifidobakteriim s¢ pfisuzuje zdra-
votni 0cinek (viz napt. Gibson a kol., Int. Sugar J. 96, 1994, 381- 386 Roberfroid a kol., J. of
Nurrition 128, 1998, 11 19). Byl také diskutovan inhibiéni G€inek na nadory (viz napiiklad
pubtikace Reddy u kol, Carcinogenesis 18, 1987, 1371 1374: Singh a kol.. Carcinogenesis 18,
1997, 833-841). 7. tohoto diivodu hostitelské buiiky podle vynalezu, jako jsou kvasinky (pekaf-
ské) ncbo bakterie mlééného kvaseni (jogurt, podmasli) jsou vhodné pro pouzili v potravina-
skem pramyslu.

Ve zvlaste vyhodném provedeni podle vynilezu hostitelska buitka navic obsahuje gen kodujici
sachardzafrubtosyltransferdzu (SST) zévislou na sacharéze. I'akové sekvence byly napiiklad izo-
lovany zartyoku (némeckd patentova piihlaska DE-A1 197 08 774, Cichorium intibus
(de Haileux o kol Plant Physiol 113, 1997 1003 10]3). Heliunthus tuberosus (WO 96/21023
a Allium cepa (Vijn a kol.. Plant Phsiol. 117, 1998, 1507-1513).

Vyndlez se zeymena tyka transgennich rostlinnych bunék transformovanych nukleovymi kyseli-
nami podle vynalezu nebo jejich derivity nebo ¢astmi. Transgenni rostlinné buriky jsou vyhodné
schopnc syntetizovat enzymy vhodné pro produkei inulinu s dlouhym fctézcem diky faktu, z¢ do
nich byly vneseny vektorové systémy podle vynalezu, jejich derivaty nebo &asti. Buiiky podle
vynalezu jsou vyhodné charakterizovany tim, e do nich zavedena molekula nukleové Kyseliny
podle vynalezu je bud” heterologni vzhledem k transformované buiice. tj. v téchto buiikach se pfi-
rozenc nevyskytuje. nebo je v genomu lokalizovana na jiném misté, neZ prislusna pfirozeng se
vyskytujici sekvence. Navic transgenni busiky podie vynalezu vyhodné obsahuji sekvenci DNA
kodujici SS'T.

Predkladany vynalez se rovnéz tyka proteing kodovanych molekutami nukleové kyseliny podle
vynalezu, a také zpisobii jejich produkee, kdy se hostitelské buiiky podle vynalezu kultivuji za
podminek umoziiujicich syntézu proteinu. Protein se pak izoluje z péstovanych bunék a/nebo
kultivatniho média. Krome toho se vynilez tyka FFT, pripravitelné z hostitelskych bunék podle
vynalezu nebo zpisobem podie vynalezu.

Predkiadany vyndlez se dale tyka molekul nukleovvch kysclin, které specificky hybridizuji
s molekulou nukicové kyseliny podle vynalezu, s molekulou k ni komplementarmni nebo s jeji
casti. Vyhodné se jedna o oligonukleotidy s délkou ncjméné 10, zejména neyméné 15 a vyhodné
nejméne 30 nukleotidi. Oligonukleotidy podle vynalezu sc mohou vyuzit jako primery v PCR
reakei. Mohou slouzit také jako slozky .antisense™ konstrukti nebo DNA molekul, které koduji
vhadné ribozymy.
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Ptedkladany vyndlez se také tyka zpusobu pfipravy transgennich rostlinnych bunék. rostlinnych
pletiv a rostlin. kteryZto zplsob obsahuje vneseni molekuly nukleové kyseliny nebo vektoru pod-
le vyndlezu do rostlinné buriky, rostlinného pletiva nebo rostliny,

Tim. 7e predkladany vynalez poskytuje nukleové kyseliny podle vynilezu, dovoluje pomoci
metod rekombinantni DNA  produkovat inulin s dlouhym fetézcem v riznveh organismech,
zeyména v rostlinach, coz dosud klasickymi slechtitelskymi metodami nebylo mozné. Zvysenim
aktivity FF1. napfiklad nadmémou expresi (Loverexpresi®) vhodnych molekul nukleové kyseliny
podle vyndlezu nebo poskythutim mutantd, které jiz nadale nepodichaji bunééné specifickym
regulaénim mechanismam a/nebo které maji zménéné teplotni zavislosti vzhledem X jejich aktivi-
(¢, Je mozn€ 2vy3it vytézek v rostlinach modifikovanych genetickym inZenyrstvim,

Je tudiz (ake moznd exprese moiekul nukleové kyseliny podle vynalezu v rostlinnych bunkach ke
zvySeni aktivity pfislusné FFT nebo ke vneseni FET do bunék, které normalné tento enzym
neexprimuji. Nadto je mozné modifikovat molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu metodami
odbornikim z oboru znamymi. aby se ziskala FFT podie vynalezu, kiera jiz nadale nepodiéha
bunécné specifickym regulacnim mechanismim nebo kterd ma moditikovanou teplotni zavislost
nebo specifiénost k substratu ¢i produktu.

Pro tento ucel maze odbornik v oboru pouzit fadu riznych rostlinnych transformaénich systéma.
Tak napiiklad pouziti T-DNA pro transformaci rostlinnych bunék bylo extenzivng zkoumano a je
popsano napiiklad v patentu EP-A—120516 a dile v publikaci Hockema: The Binary Plant
Vector System, Offsetdrukkerij Kanters B.Y., Alblasserdam (1983), Chapter V. Fraley, Crit. Rev.
Plunt. Sci. 4. 146 and An, EMBO J. 4 (1983), 277-287.

Pro pfenos DNA do rostlinnych bungk se rostlinné explantaty spolecné kultivuji (kokultivuji)
s Agrobacterium tumefaciens nebo Agrobacterium rhizogenes. 7. intfikovaného rostlinného mate-
rialu (napiikiad segmentd listi, stonku nebo kofenu, ale také z protoplastii nebo suspenzni bunéé-
né kultury) lze regenerovat celou rostlinu ve vhodném médiu, kieré obsahuje antibiotika nebo
biocidni latky vhodné pro selekei transformovanych bunék. Rostliny pripravené takovym zpiso-
bem se pak must testovat, aby se zjistilo, zda je pfitomna vnesend DNA. Jinou moznosti je vnese-
ni DNA do rostlinnych bunék biolistickou metodou nebo transformaci protoplasté. co je z dosa-
vadniho stavu techniky znamo (viz naptiklad Willmitzer, L. 1993 Transgenic plants. In: Biotech-
nolugv. A Mulii Volume Comprehensive Treatise (H. 1. Rehm, G. Reed, A Piihler. P. Stadler.
editors). Vol 2, 627-639, VCH Weinheim-New York Basel Cambridge).

Alternativnim systémem pro transformaci jednodéloznych rostlin je transformace biolistickou
metodou. elektricky nebo chemicky indukovanym pijmem DNA do protoplastii, elektroporaci
castecné permeabilizovanych bunék. makroinjekei DNA do kvéti, mikroinjekei DNA do mikro-
spor nebo proembrya metodou bobtnani (viz nape. Lusardi, Plemt 1. 3. 1994, 371-382; Puszkow-
ski. Biotechnology 24, 1992, 387.-392). Zatimeo transformace dvoudéloznych rostlin vektorovym
systémem zalozenym na Ti-plazmidu prostrednictvim Agrobacterium tumefuciens je jiz davno
zavedenou technikou. novéjsi studic ukazuji, ze transformace vektory zalozenymi na Agrobucte-
rium tumefuciens maze byt GspéSné pouzita i v pripadé jednodéloznych rostlin (Chan a kol
Plant Mol. Biol. 22 (1993). 491-306 Hiei a kol., Plant J 6 (1994 271 -282: Bvtebier a kol.,
Proc. Nutl. Aead. Scii USA 84 (1987), 3343 5349: Raineri u kol.. Bio/Technology 8 (1990,
3338 Gowld a kol., Plant Phvsiol. 95 (1991), 426 434; Mooney a kol.. Plant, Cell Tiss. & Org.
Cult. 25 (1991), 209-218; Li a kol., Plant Mot. Biol. 20 (1992). 1037 1048).

Tt 2 vySe jmenovanych systémi pro transtormaci byly dspésné zavedeny také pro rdzné druby
obilovin: clekroporace rostlinného pletiva. transformace protoplasti a pienos DNA ostfelovanim
regenerovatcng tkané a bunék (prehled viz Jahne a kol., Euphytica 85 (1995). 3544). V odborné
literatufe bylo popsano nékolik zplsobi transformace pSenice (piehledy viz. Maheshwari a kol.,
Critical Reviews in Plant Science 14 (2) (1995), 149-178).
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Jestlize jsou molekuly nukleové kyscliny exprimovany v rostlinach. maze byt syntetizovany pro-
tein lokalizovan v principu v jakémkoliv kompartmentu rostlinné bunky. Aby se dosahlo lokali-
zace ve specifickém kompartmentu, musi byt odstranéna sekvence zaruéujici lokalizaci ve vakuo-
le. a je li nutné, zbyla kodujici oblast musi byt spojena se sekvencemi DNA zarucujicimi lokali-
zaci ve specifickém kompartmentu. Takové sekvence jsou odbornikovi znamy (viz napf. Braun et
al, EMBOUJ, 11,1992, 3219-3227; Wolter a kol.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 1985, 846
K30, Sonnewald a kol.. Plany J., 1, 1991, 93-106, Rocha Sosa, EMBO J. 8. 1959, 23-29).

Predkladany vynalez se tudiz také tyka transgennich rostlinnych bunék. rostlinnych pletiv a rost-
lin, které byly transtormovany jednou nebo nékolika molckulami nukleové kyseliny podle vyna-
lezu, a take transgennich rostlinnych bunék pochdzejicich z takovych transformovanych bunck.
Takové buiiky obsahuji jednu nebo nékolik molckul nukleové kyseliny podle vynalezu, které jsou
vyhodné spojeny s regulaénimi DNA prvky zarutujicimi transkripci v rostlinnyeh buikach,
zejmeéna s promotorem. Takové rostlinné buiky sc odliduji od pfirozené se vyskytujicich rostlin-
nych bunék tim, 7c obsahuji alespon jednu molekulu nukleové kyseliny podle vynalezu, kiera se
v téchto butikach prirozené nevyskytuje, nebo tim, Ze tato molekula je viozena do genomu buiiky
na misto, kde s¢ pfirozené nevyskytuje, tj. do jiné genomové oblasti. Jelikoz 1-kestoza je piiroze-
nym substratem FFT a sama je tvofena v reakei fruktosyltransferdazy (SST) zavislé na sacharoze
sc sacharozou. je zvIasté vyhodné a pravdépodobné do konce nutné poskytnout. kromé molekul
nukleové kyseliny. vektoru a FET podle vynalezu, také SST. Takze vyhodné provedeni vynalezu
se tyka transgennich rostlinnych bunék, rostlinnyeh pletiv a rostlin, které navic obsahuji gen
kodujici fruktosyltransferazu (SST) zavislou na sacharoze. 1o mohou byt napfiklad rostliny nebo
rostlinné bunky, kter¢ jiz piirozené exprimuji SST jako napf. Sckanka, Helianthus tuberosus nebo
Jifina, a nebo rostliny, do kterych byla sekvence DNA kddujici $ST vnesena metodami genového
inzenyrstvi. Tyto sckvence je mozné vnést navzajem nezavisle nebo soucasné s molekulami
nukleove kyseliny podle vynalezu.

Z transgennich rostlinnych bunck mohou byt regenerovany celé rostliny pouzitim metod odborni-
kim znamych. Rostliny pripravitelné regeneraci transgennich rostlinnyeh bunék podle vynalezu
jsou také predmétem predkladaného vynalezu. Dal3im piedmétem vynalezu jsou rostliny obsahu-
Jici transgenni rostlinné buiky popsan¢ vye. Iransgenni rostliny mohou byl v podstaté rostliny
jakeéhokoli rostlinného druhu. tj. jak jednod&lozné, tak dvoudélozné. Vvhodné jsou to plodiny.
cejmena rostliny. které obsahuji sachardzu, jako jsou ryze. kukufice, cukrova fepa, cukrové titina.
brambory a selenina (rajéata, karotka, por, cekanka apod. ). krmné nebo luéni travy, sladké bram-
bory. pSenice, je¢men, Fepka a soja.

Vynilez. sc také tyka mnozitelského materialu a produktd sklizng rostlin podle vyndalesu, napti-
Klad ovoce, semen. hliz, podnozi, sadby, Fizki, kalusi, bunéénych kultur apod.

Dale se vynalez tyka inulinu s dlouhym fetézcem. ktery lze ziskal z hostitelskych bunék podie
vynalezu, zejména 7 transgennich rostlinnyeh bunék, rostlinnyeh pletiv nebo rostlin. a také
7 jenich mnozitelského materialu nebo skliziovych produkti.

v

V dal$im provedeni se vynalez (vka zptisobi produkee inulinu, které byly definovany vysc.

Izolace inulinu 7 rizoych zdrojii. zejména rostlinnych pletiv. byla napfiklad popsana v publika-
cich Gibson a kol nt. Sugar J. 96, 1994, 381 -386, Baxa, Czech ). Food Sei. 16, 1998, 72 76.
adile v LP-A-T787 745, DeLeenheer, Cyrbolndr. Org. Raw Mutter I Workshop. 1996, Meeting
date 1994, 67-92. Verlag VCH Weinheim, Germany, a rusky patent RU 20011621 C1.

Predkladany vynalez se dale tyka zpasobu in vitro produkee inudinu s dlouhym Fetézeem vyuzi-
tim sachardzy a kombinace enzymu SST a enzymu FET podle vynalezu. Dile se vynalez tyka
zpusobu in vitro produkee inulinu uzitim smési obsahujici fruktosylové oligomery a FFT podle
vynalezu. V t€to souvislosti je tfeba uvést, Ze fruktosvlovy oligomer je oligomer slozeny z frukto-
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zovych jednotek s DP pfiblizné 2 az 7. ktery muze mit na koncich glukozové 7bytky. Kdvz se
provadi zplisob podle vynalezu, uZivaji se vvhodné rekombinantné produkované proteiny, které
Jsou tvofeny tak. ze se vlozi DNA kédujici prislusny protein do hostitelské buitky a tam se expri-
muje. Protein je pak izolovan bud'to z hostitelskych bunék nebo 2 kultivaéniho média. Hostitelské
buiiky jsou vyhodné hostitelské bunky podle vynalezu definované v predchozim textu. Ve vyhod-
ném provedeni zplsobu podle vynalezu se uziji enzymy. kterd byly pripraveny rekombinantni
technologii a secernovany z hostitelskych bunék do kultivaéniho média, takze neni nutné naruso-
vat bunky nebo dale purifikovat protein, nebot’ secernovany protein Izc snadno ziskat ze superna-
tantu. Aby se odstranila rezidua kultivaéniho média, uziji se obvyklé zpiisoby jako je dialyza,
reverzni osmaza, chromatografické metody apod. To samé plati pro koncentrovani proteinu vylu-
¢ovancho do média. Sckrece proteinii mikroorganismy je normélné zprostfedkovana N-konco-
vym signalnim peptidem (signalni sekvence. vedouci peptid), Proteiny sc signalni sekvenci
mohou prochazet membranou mikroorganismu. Sekrece proteini 1ze dosahnout spojenim sckven-
ce DNA kodujici signdlni peptid s odpovidajicim tsekem kodujicim enzym. Zvlaste vyhodné je
pouziti signdlniho peptidu «-CGTazy z Klehsielu oxvtoca MSATL (Fielder a kol.. J. Mol Biol
236, 1996, 279-291) nebo signalniho peptidu. ktery je kodovan nukleotidy 1f 529 az 11618
sckvence ulozené v GeneBank pod ¢ X86014.

Enzymy pouzité v postupu podle vynalezu mohou byt allernativné pripraveny nikoliv vyuzitim
mikroorganismd, ale uzitim in vitro transkripénich a translacnich systémii, Kleré umoziu)i expri-
movat protein. Ve zvlasté vyhodném provedeni vynalezu Je IFT produkovana v protoplastech
z listového pletiva rostlin.

Dale se vynélez tyka inulinu produkovaného hostitelskou burikou, zcjména rostlinnou buiikou,
pletivem nebo rostlinou podie vynalezu, nebo ziskaného 7 rozmnozovaciho materialu nebo pro-
dukti sklizné rostlin nebo rostlinnych bunck podle vynalezu nebo ziskanych vyse popsanym zpii-
sobem podle vynalezu. Takovy inulin se mize vyhodné pouzit pro piipravu surfaktantii ke zvyse-
ni viskozity ve vodnych systémech, jako detergent, Jako suspendaéni ¢inidlo nebo pro urychleni
sedimentacniho procesu a komplexovani a pro vazani vody.

Jednotliva provedeni podle vynilezu a dalii provedeni Jsou edbornikim v oboru ziejma. Tato
provedeni jsou obsaZzena v popisu prikiadd podle vynalezu, Dal§i odbornd literatura tykajici se
vyse popsanych postupil. prosticdkii nebo pouiti. ktery lze vyuzit ve smyslu predkladaného
vynilezu, je obsaZena ve stavu techniky. napi. ve vefejnych knihovnéch nebo v clektronické
podob¢. Verejnou databazi je napriklad databaze Medline, na kierou Je pristup prostiednictvim
internetu na adrese: hitp://www ncbi.nim.nih.gov/PubMed/mediine html.

Dalsi obdobne databaze jsou odbornikim /namy a Jejich adresy lze ziskat pomoci internctu
napfikiad na adrese: http://www tveos.con.

Prehled informacnich zdroji tykajicich se biotechnologickych patenti a patentovych piihlasek
|ze nal¢at v publikact Berks. Tibtech 12, 1994, 352- 364,

Prehled obrazki na vwkresech

Obrazek | {ukazuje analyzu celkového extraktu z protoplastu pomoci HIPLC. Protoplasty byly
transtormovany riiznymi vektory: A: Transformace byla provedena vektorem pA7, ktery neobsa-
huje kodujici asek fuzovany s promotorem cAMV 358. B: Transtormace byla provedena vekto-
rem pA7-csFFT, ktery obsahuje kddujici usek fruktan:fruktosyltransferazy z artycoku fazovany
s promotorem cAMV 358. C: Transformace byla provedena vektorem pAT-htFFT, ktery obsahu-
Jje kodujici usek frukean:fruktosyltransferdzy z Helianthus tberosus fuzovany s promotorem
CAMV 335, Pied analyzou byly aplné extrakty z protoplastl inkubovany ve smési fruktosylo-
vych oligomert po dobu 12 hodin. Analyza byla provedena jak je popsano v piikladu 1.
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Obrazek 2 ukazuje konstrukcei plazmidu p35-¢sFFT.

Obrézek 3 ukazuje HPLC analyzu transgennich rostlin, které byly pripraveny transformaci konst-
ruktem p35-¢sFET. Analyza ukazala, Ze se tvorily molekuly inulinu s dlouhym fetézcem v trans-
gennich rostlinach, které exprimovaly SST a také FFT z artyéoku (35S-SST/FF1 22/19).
Obrazek 4 ukazuje konstrukei plazmidu p33—csFFT.

Obrazek 5 ukazuje HPLC analyzu transgennich rostlin, které byly pripraveny transformaci konst-
ruktem p33- ¢sFFT. Analyza ukdzala, Zc se tvotily molekuly inulinu s dloubym fetézcem v trans-

gennich rostlinach. kter¢ exprimovaly SST a také FFT z artycoku (35S-SST/FTIT 47).

Predkladany vynalez je dale podrobngji ilustrovan pomaoci nasledujicich pfiklada.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad |

[dentifikace, izolace a charakterizace ¢DNA kodujici fruktosyltransterazu ¢ arty¢oku (Cynare
scolviuy)

Celkova RNA byla izolovana z &edule (receptaculumy artycoku (Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,
1989). Poly(A) mRNA se izolovala za pouzitim RNA izolagniho systému PolyATtract (Prome-
ga Corporation. Madison, Wi USA). Komplementarni DNA (¢DNA) se syntetizovala 7. 5 ug této
RNA pomoct soupravy pro syntézu ,.ZAp ¢DNA synthesis kit™ od lirmy Stratagene podle inst-
rukei vyrobee. Ziskalo sc 2x10° nezavislych rekombinantnich fagi. Amplifikovana ¢cDNA kni-
hovna se testovala obvyklymi metodami pomoci fragmentu DNA znacenéhe P a odpovidajiciho
¢DNA pro SST 7 artycoku (Notl fragment z plazmidu pCy21 podle DE 197 08 774.4). Sekven-
ce S5T zartyCoku byla popsdna v patentové prihlasce DE 197 08 774.4. Pozitivni klony byly
screenovany pomoci sondy SST v silné stringentnich podminkach. Klony reagujici pozitivné ve
screeningu byly vynechany. nebot” se evidentné jednalo o SST ¢DNA. Ze zbyvajicich kloni byly
izolovany inzerty ¢cDNA tak. 7e se plazmidova DNA izolovand standardnim postupem vyétépila
restrikénim enzymem Notl a pak byla klonovana do vektoru pA7. Kohezni konce Notl fragmentu
byly zapInény uZitim 14 polymerézy. Poté byl fragment ligovan do mist Smal v pA7. Vektor
pA7 je derivatem pUCI8 (Yanish-Perron, gene 33, 1985 103-119). ktery obsahuje vioZeny pro-
motor 35 S z viru mozaiky kvétaku, CaMV (nukleotidy 7146 az 7464, dle Gardner, Nuel. Acids
Res. 9. 1981, 2871 1888) mezi mista EcoRl a Sacl v polvlinkeru. Kromé promotoru 35§ obsahu-

Je vektor pA7 polyadenylacni signal genu 3 z T-DNA Ti plazmidu pTiACHS (Giclen, EMBO J.

3. 1984, 835-8406). tj. nukleotidy 11 749 az 11 939). ktery byl izolovan jako fragment Pvull-
HindITl' z plazmidu pAGV40 (1errera-Strella, Nature 303, 1983, 209-213) a klonovan mezi
mista Sphl a HindIIl polylinkeru pe adici linkeru Sphl k mistu Pvull.

Protoplasty tabaku byly transformovany uzitim derivatéi pA7 obsahujicich ¢cDNA z artycoku.
a sice metodou. kterou popsal Negrutiu, Plant Mol. Biol. 8, 1987.363 373. Transformované pro-
toplasty byly kultivoviny v médiu K3 (Nagy a Maliga, Z. Pflanezenphysiologie 78, 1976, 453-
455) pfi 25 °C po dva dny ve tmé. Pak byly ziskdny bunciné extrakty opakovanym szmrazenim
aroztatim. Ixtrakty byly inkubovany 12 hodin s oligofruktany (67.5 % 1 -ketoza. 28.4 % nysto-
7a. 3.6 % fruktosylnystdza, 0.5 % sachardza) pfi 28 °C a pak analyzovany uzitim HPLC. Analy-
zy IIPLC byly provedeny na aniontové vyménné koloné CarboPAc PA 100, napojené na gra-
dientovy chromatograficky systém Dionex DX-300 (Dionex. Sunnyvale, CA, USA). Monomery,
oligomery a polymery cukrh byly stanoveny pomoci pulzampérometrické detekee. Nastaveni
detektoru pro tento 0¢el bylo nasledujici: T,=048s, T.-=012s, .- 0,125, E; =005V,
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E:=0.65V, E:=-095V, citlivost 0.1 uC. integrace =028 az 0.48s. prutokové médium
A 0.15M NaOH, pritokové médium B = IM NaAc v 0.15M NaOH. gradient: 10 minut 100% A,
2 minuty linedrni zv¥3eni z 0% B na 100% B. 2 minuty 100% B. 2 minuty linearni zvy3eni z 0%
A na 100% A, 5 minut A. Vzorky byly pfed aplikaci odsoleny a filtrovany (Microcon 10. Ami-
con. Beverly, USA). Pritokova rychlost byla | ml min '. V nékolika extraktech (viz obr. [) byl
nalezen vysokomolekularni inulin.

Priklad 2

Sekvencni analyza inzertu cDNA plazmidu pCy3

Inzert cDNA 2 derivatu pA7 (pCy3), ktery byl zodpovédny za syntézu vysokomolekularniho inu-
linu v testu s protoplasty. byl sekvencovan obvykiou dideoxynukleotidovou metodou (Sanger
etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 1977, 5463-5467).

Inzert klonu pCy21 je DNA velikosti 2 073 bp. Nukleotidova sckvence je 7zde uvedena jako
sckvence id. ¢. | Odpovidajici aminokyselinova sekvence Je uvedena jako sekvence id. ¢, 2.

Sekvenee id. ¢. 3 je varianta sekvence id. ¢. 1, ktera koduje stejny protein jako sekvence id. & 1.

Sekvenéni analyza a srovnani s jiz publikovanymi sekvencemi ukazaly, Zze sckvence uvedena

Jako schvence id. ¢. | je nova a obsahuje kédujici Gsek vykazujici homologii s FFT jinyeh orga-

nismi,

Priklad 3
Synteza plazmidu p35—esFFT a vioZeni plazmidu do genomu bramboru

Plazmd p35-csFFT (obr. 2) obsahuje tfi fragmenty A. B a C v binarnim vektoru pBin19 (Bevan,
1984, Nucl. Acids Res.. 12: 8711, modifikovano podle Becker, 1990, Nucl. Acids Res.. 18: 203).

Fragment A obsahuje promotor 358 7 viru mozaiky kvétaku (CaMV). Obsahuje dsek nukleo-
tidi 7146 az 7464 (Gardner. Nucl. Acids Res. 9, 1981, 2871-2888), ktery je viozen mezi $tépna
mista EcoRl a Sacl polylinkeru z pBin 19—Hyg.

Fragment B obsahuje nuklcotidy 1 a7 2073 sekvence id. &, 1. Fragment B byl ziskdn jako frag-
ment Notl z vektoru pBK-CMV, ve kterém byl vlozen do stépného mista EcoRI prostiednictvim
tinkerové sekvence EcoRi/Notl,

Fragment C obsahuje polyadenylaéni signal genu 3 7 T-DNA Ti plazmidu pTi ACH 5 (Gielen et
al.. 1984 EMBO )., 3. 835-846), nukleotidy |1 749 a7 11 939, Ktery byl izolovan jako fragment
Pvull-Hindlll  z plazmidu pAGV 40 (Herrera-Fstrella etal., 1983, Nature, 303, 209 213)
a klonovan mezi 3tépna mista Sphl a HindlII polylinkeru z pBin19~Hyy po pridani linkeri Sphl
ke stépnému mistu Pvull.

Plazmid p35 csSST byl vnesen do Agrobacterium (1 [tgen a Willmitzer, Nucleic Acids Res.. 186,
1988, 9877) a pak byl zaveden do rostlin bramboru prostiednictvim genového prenosu zprostied-
kovaného Agrobacterium uzitim vyse popsanych v oboru namych metod. Tyto rostliny bram-
boru byly transformovany sekvenci DNA kodujici SST 7 arty¢oku (viz némeckd patentovi pii-
hlaska DE A1 197 08 774) a exprimuji sekvenci pod kontrolou promotoru 35S, Celé rostliny byly
regenerovany z transformovanych bunék. Z listu regenerovanych rostlin byly ziskany extrakty
aty byly testovany na pritomnost fruktosylovych polymeri. Analyzy se provadély postupem
popsanym v pikladu 1. Analyzy listi velkého poétu rostlin transformovanych timto vektorem
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nepochybné prokazaly vyskyt vvsokomolekularniho inulinu, ktery je dusledkem exprese genu
FFT arty¢oku obsazeném v plazmidu p35--¢sFFT (srov. obr. 3).
Tabulka |

Analyza obsahu inulinu v hlizach transgennich rostlin bramboru exprimujicich geny SST a FFT
z artyéoku

obsah fruktanu rumérny stupelb
Rostlina umol fruktézy/g Serstveé polymerizace (pomér
hmotnasti fruktoza/glukéza)
15-SST/FET 22/26 30,81 21 (20/1;
A5-S5T/FFT 36717 27,34 20 (1971}

Priklad 4
Priprava plazmidu p33-¢sFFT a vneseni plazmidu do genomu bramboru

Plazmid p33—¢sFFT (obr. 4) je shodny s plazmidem p35—csFTT, s vyjimkou toho, 7e fragment A
obsahuje promotor B33 patatinovcho genu b33 2 bramboru misto promotoru 35 § CaMV. Obsa-
huje fragment Dral (pozice —1 512 aZ pozice +14) patatinového genu B33 (Rocha—Sosa et al.,
1989. EMBO )., 8:23-29), ktery byl vlozen mezi Stépna mista EcoRl a Sacl polylinkeru
zpBml19 Hyg,

Plazmid p33-—csFFT byl vnesen do rostlin bramboru pomoci genového pienosu zprostiedkované-
ho Agrobacterivm, jak bylo jiz popsano v pfikladu 3. Tyto rostliny bramboru byly transformo-
vany  sekvenci DNA  Kkodujici  SST - zartyCoku  (viz  némeckd patentova  piihladka
DE AT 197 08 774) a exprimuji sekvenci pod kontrolou promotoru 358. Celé rostliny byly rege-
nerovany 7 transtformovanych bunék.

Analyzy Wiz velkého poctu rostlin transformovanych timto vektorem nepochybné prokazaly
vyskyt vysokomolekularniho inulinu, ktery je vysledkem exprese genu FF1 z artySoku obsazené-
ho v p35- ¢sFFT (srov, obr, 5).
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SEZNEM SEKVENCI

’

(21 INFORMACE PRC SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CTSLEM 1:

{1] CHARAKTERISTIKE SEKVENCE:

) DELRA: 2073 paru bdzi
i TYE: nukleova kyselina
) TYPF VLAKNA: jednoduchc
} JOPOLOGIE: linearni

{11) TYP MOLEKULY: cDNA

‘111 HYPOTETICKA: ne

(1x) ZNAKY: | o
(A) JMENO/QZNACENI: CDS
(8) POZICE: 21...1872

(x1) POPIS SFEKVENCE: SEKVENCE S ID. €. 1:

TTACCTCATT TCCATCAACC ATG AGA ACG ACT GAA CCC CAA ACT GAC CTT 50
Met Arg Thr Thr Glu Pro Gln Thr Asp Leu
1 5 10
GAG CAT GCA CCC RAAC CAC ACT CCA CTA CTG GAC CAC CCC GAA CCA CCA 98
Glu His Ala Pro Asn His Thr Pro Leu Leu Asp His Pro Glu Pro PFro
15 20 25
CCG GCC GCC GTG AGA AAC CGG TTG TTG ATT AGG GTT TCG TCC AGT ATC 148
Pro Ala Ala Val Arg Asn Arg Leu Leu Ile Arg Val Ser Ser Ser Ile
36 35 40
ACA TTG GTC TCT CTG TTT TTT GTT TCA GCA TTC CTA CTC ATT CTC CIG 154
Thr Leu Val Ser Leu Phe Phe Val Ser Ala Phe Leu Leu Ile Leu Leu
45 3¢ 55
TAC CAA CAC GAT TCC ACT TAC ACC GAT GAT AAT TCA GCA CCG TCG GRA 242
Tyr Gln His Asp Ser Thr Tyr Thr Asp Asp Asn Ser Ala Pro Ser Glu
60 €5 70
AGT TCT TCC CAG CAG CCC TCC GCT GCC GAT CGC CTG AGA TGG GAG AGA 290
Ser Ser Ser Gln Gln Pro Ser Ala Ala Asp Arg Leu Arg Trp Glu Arg
75 80 85 90
ACA GCT TTT CAT TTC CAG CCC GCC AAA AAT TTC ATT TAT GAT CCC ARC 338
Thr Ala Phe His Phe GIn Prc Ala Lys Asn Phe Ile Tyr Asp Pro Asn
85 100 105

GGT CCA TTG TTC CAT ATG GGT TGG TAC CAT CTT TTC TAC CAAR TAC AAC 386

Gly Proc Leu Phe His Met Gly Trp Tyr His Leu Phe Tyr Gln Tyr Asn
3110 115 120

- 1A -




cCa
Pro

Lys

GAA
Glu
155

CCT
Prc

GAG
Glu

CTT
Leu

TCA
Ser

GGT
Gly
235

ACA
Thr

ATG
Met

TGT
Cys

GTT
val

GAG
Glu
315

TAC
Tyr

GAC
Asp
140

TGG
Trp

GAT
ASp

CAA
Gln

GTT
Val

GGG
Gly
220

CCC
Pro

GGA
Gly

TTG
Leu

GTC
Val

GCG
Ala
300

GGA
Gly

GCA
Ala
125

ATG
Met

TAC
Tyr

GGT
Gly

CTT
Leu

GAR
Glu
205

ATC
Iie

GAT
Asp

CTC
Leu

GAC
Asp

GAC
Asp
285

GCC
Ala

CAC
His

CCG
Pro

ATC
Ile

GAT
Asp

CGA
Arg

Gln
190

TGG
Trp

GGG
Gly

GGA
3ly

GTA
Val

GAG
Glu
270

CTT

Leu

TAT
Tyr

GCG
Ala

TTT
Phe

ARC
Asn

ATC
Ile

ATC
Ile
175

TGC
Cys

GTC
val

TTA
Leu

Lvys

CTT
Leu
235

CCG
Pro

TAC

GGT
Gly

ATG
Met

TGG
Trp

TGG
TTp

GAG
Glu
15690

TTT
Phe

Lys

AGG
Arg

ACA
Thr

CAT
His
240

GTA
Val

TTG
Leu

ccT
Pro

CCG
Pro

GAC
hsp
329

CZ 299825 B6

GGC AAC
Gly Asn
130

TTC GAG
Phe Glu
145

GGT GTT
Gly Vval

GCT CTC
Ala Leu

GCC GTG
Ala val

TAC GAT

Tyr RAsp
210

GAT TAC
Asp Tyr
225

CGG ATG
Arg Met

TAC CAT
Tyr His

CAC TCG
His Ser

GTG TCh
val Ser
290

GGT ATC
Gly Ile
308

TTT TAC
Fhe Tyr

ATG
Met

CTT
Leu

TTA
Leu

TAT

CCA
Pro
195

GCT
Ala

CGG
Arg

ATC
Ile

ACC
Thr

GTC
Val
275

ACG
Thr

AAG
Lys

TCG
Ser

ACA
Thr

CCG
Pro

TCA
Ser

ACC
Thr
180

GTT
val

AAC
Asn

GAC
Asp

ATA
Ile

ACC
Thr
260

cce

Pro

ACC
Thr

CAT
His

ATC
Ile

=17 -

Trp

ATC
Ile

GGC
Gly
165

GGA
Gly

AAT
Asn

CCG
Pro

[ales
Ero

Gly
245

GAT
Asp

AAC
Asn

AAC
AEn

GTG
Val

GGG
Gly
125

GGT
Gly

GCC
Ala
150

TCA
Ser

AAC
Asn

GCA
Ala

ATC
Ile

TCA
Ser
230

ACT
Thr

TIC
Phe

ACT
Thy

GAT
Asp

CTT
Leu
310

ACAR
Thr

CAC GCC
His Ala
135

TTG GCC
Leu Ala

ACC ACG
Thr Thr

ACA AAC
Thr Rsn

TCC GAC
Ser Asp
200

CTG TAT
Leu Tyr
215

ACA GTT
Thr Val

ADD CGA
Lys Arg

ACA AAC
Thr Asn

GAT ATG
Asp Met
280

AGT GCA

Ser Ala
285

Lys Glu

TAC GAT
TyT AsSP

GTG
Val

CCA
Pro

ATC
Ile

GAT
Asp
185

CCh

Pro

GCT
Ala

TGG
Trp

Asn

TAC

Tyr
265

TGS
Trp

CTT
Leu

AGT
Ser

GCA
Ala

TCC
Ser

ACC
Thr

CTC
Leu
170

CTC
Leu

CTT
Leu

CCa
Pro

ACG
Thr

ACT
Thr
250

GTA
Val

GAA
Glu

GAT
Asp

TGG
Trp

TTT
Phe
330

434

482

53¢

674

722

770

818

8686

914

962

1010




AAC GAT AAG TGG ACA CCC GAT AAT CCC GAA CTA GAC GTC GGT ATC GGG
Asn Asp Lys Trp Thr Proc Asp Asn Pro Glu Leu Asp Val Gly Ile Gly

TTG CGG TGC

Leu

cce
Pro

AGT
Ser

GCA
Ala
385

TGG
Trp

Lys

TCA
Ser

GCG
Ala

AGT TCG GGT
Ser Gly

Ser
475

GTT
Val

ATT
Ile

Arg

TTG
Leu

TAC
TYT
380

AGG
Arg

[Sale
Pro

AAT
Asn

GCT
Ala

TTA
Leu
4&0

CTT GCC
Leu Ala

GCT AARA
Ala Lys

cys

AAG
Lys
365

GAC
Asp

ACC
Thr

GTG
val

ATR
Ile

ACG
Thr
445

Lys

GAT
Asp
350

Lys

Gln

ATT
Ile

GAG
Glu

ACA
Thr
430

CAG
Gln

GCA
Ala

GCA
Ala

CAC
His

AAC
Asn
510

335

TAC
Tyr

cGa
Arg

GAC
Asp

GTA
Val

GAA
Glu
415

CTT

Leu

TTG
Leu

ACA
Thr

GGA
Cly

AGA
Ara

GTC
Val

cTC
Leu
400

ATC

GAG
Glu

GAC
Asp

AGT
Ser

AGG
Arg

GTIC
Val

GAG
Glu

CCG
Pro

ATC
Ile

GAC
Asp
465

TTC
Phe

ACT
Thr
370

AGR
Arg

CGG

® Arg

AGC
Ser

GGT
Gly

GTIT
Val
450

ACG
Thr
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TTT
Phe
355

766
Trp

GGA
Gly

AAG
Lys

TTG
Leu

TCG
Ser
435

GCA
Ala

AALC
Asn

GCC RAA GGG GAA GTT
Ala Lys Gly Glu val

480

GGA ACC CTT TCG GAG
Gly Thr Leu Ser Glu

495

ACC AAG GGA GGT GTG
Thr Lys Gly Gly Val

515

340

GCG TCG AAG

Ala

GGT
Glv

TGG
Trp

ACT
Thr

AGA
Arg
420

ATC

Ile

ACA
Thr

GAC
Asp

TTG
Leu

TTA ACT CCC GTG
Thr Pro Val

Leu
500

CAT
Asp

- 18-

Ser

TAT
Tyr

GCT
Ala

GGA
Gly
405

TCcC

Ser

ATT
Ile

TTT
Phe

GARA
Glu

GAC CAT TCG
Asp His Ser

485

ACA CAT TTT
Thr His Phe

Lys

GTT
Val

ACT
Thr
350

ACC
Thr

cce
Pro

GAG
Glu

TAC

Tyr
470

AGC
Ser

GCG
Ala
37%

ATT
Ile

CART
His

GGT
Glv

CTC
Leu

GTG
Val
455

GGT
Gly

345

CTC TAC
Leu Tyr
380

GAA TCC
Glu Ser

TAT T
Tyr Asn

CTA CTT
Leu Leu

CAT GAA
His Glu
425

GAC GTA
Asp val
440

GAT CAA
Asp Gln

TGC ACC
Cys Thr

&

GAC
Asp

GAC
Asp

GTT
val

Gln
410

TTC

Phe

GGC
Gly

GAG
Glu

ACH
Thx

GGG ATT GCA

Gly Ile

TAT TTC
Tyr Fhe
505

TGT ACG
Cys Thr

520

Ala
490

TAC
Tyr

GAT
Asp

1058

1106

1154

1202

1250

1238

1348

1354

1442

1490

1538

158¢
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AAA CTA AGG TCA TCA TAT GAT TAT GAT GGT GAG AAG GTG GTG TAT GGC
Lys Leu Arg Ser Ser Tyr Asp Tyr Asp Gly Glu Lys Val Val Tyr Gly
528 530 535

AGC ACC GTC CCA GTG CTC GAC GGC GAA GAA TTC ACA ATG AGG ATA TIG

Ser Thr val PFro Val Leu Asp Gly Glu Glu Phe Thr Met Arg Ile Leu
S40 545 550

GTG GAT CAT TCG GTG GTG GAG GGG TTT GCA CAA GGG GGA AGG ACA GTA
Val Asp His Ser Val Val Glu Gly Phe Ala Gln Gly Gly Arg Thr Val
555 560 565 570
ATA ACG TCA AGA GTG TAT CCC ACG AAA GCR ATA TAC GAR GCA GCT RAG
Ile Thr Ser Arg Val Tyr Pro Thr Lys Ala Ile Tyr Glu Ala Ala Lys

575 580 585
CTT TTC GTC TTC AAC AAT GIC ACT ACG ACC AGT GTG AAG GCG ACT CTC
Leu Fhe Val Phe Asn Asn Ala Thr Thr Thr Ser Val Lys Ala Thr Leu

580 895 600
RAG GTC TGG CAA ATC TCT CARA GCC TTT GTC AAG GCT TAT CTG TTT T
Lys Val Trp Gln Met Ser Gln Ala Phe Val Lys Ala Tyr Pro Phe
605 610 6515

AGTTTTTTAT GCATCTTTTT RAAGACATTGT TGTTTCATAT GATTCAAGTT TTATCIGTGT
GTTATGTTAA GACACGCAGC TTAAAATAGC CACATGTGAG ATCATTTGCG TATGGCCGT
AACTATTTTT TAATATGCAA CTTCAGTAAT GUTATTTACA GTATGTTITA AGGAARAAAA

AAARAAAARA ARAAAADRAA A

INFORMATE PRO SEKVENCT § IDENTIFIXKASNIM CISLEM 2:

)

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 617 aminokyselin
(B} TYP: aminokyseliny
(D} TOPOLOGIE: linedrni

(11} TYP MOLEKULY: protein

1634

1682

1730

1778

1826

1872




Met

Thr

Phe

Tyr

65

Sar

Pro

Gly

Gly

Phe

148

Gly

Ala

Ala

Tyr

Asp

225

Arg

Tyr

(x1)

Arg

Pro

Leu

Val

50

Thr

Ala

Ala

Trp

Asn

130

Glu

val

Leu

Val

Asp

210

Tyr

Met

His

Thr

Leu

Ley

35

Ser

Asp

Ala

Lys

Tyr

115

Met

Leu

Leu

Tyr

Pro

158

Ala

Arg

Ile

Thr

Thr

Leu

20

Ile

Ala

Asp

Asp

Asn

160

His

Thr

Ser
Thr
180

val

Asn

Ile

Thr
260

Glu

Asp

Arg

Phe

Asn

Arg

85

Phe

Leu

Trp

Ile

Gly

1585

Gly

Asn

Pro

Preg

Gly

245

Asp

Pro

His

Val

Leu

Ser

70

Leu

Ile

Phe

Gly

Ala

150

Ser

Asn

Ala

Ile

Ser

230

Thr

Phe

FOPIS SEKVENCE:

Gln

Pro

Ser

Leu

55

Ala

Arg

Tyr

Tyr

His

135

Leu

Thx

Thr

Ser

Leu

215

Thr

Lys

Thr

CZ 299825 B6

Thr
Glu
Ser

40
Ile
Pro
Trp
Asp
Gln
120
Ala
Ala
Thr
Asn
Asp
200
Tvyr
Val

Arg

Asn

Asp

Pro

25

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

105

Tyr

Val

Bro

Asp

135

Pro

Ala

Try

Asn

-0 -

SEKVENCE

Leu

10

Pro

Ile

Leu

Glu

Arg

90

Asn

Asn

Thr

Leu

170

Leu

Leu

Thr

Thr
250

val

S ID.

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Pro

Glu

155

Pro

Glu

Leu

Ser

Gly

235

Thr

Met

His

Ala

Leu

Gln

€Q

Ser

Ala

Pro

Tyr

AsDp

-

149

Trp

Asp

Gln

Val

Gly

220

Cly

Leu

Tk
[

Ala

Val

45

His

Ser

Phe

Leu

Ala

128

Met

Tvr

Gly

Leu

Glu

205

Ile

Asp

Leu

Asp

Pro
Val
30

Ser

Gln

His

Phe

110

Fro

Ile

Asp

Gln
190

Trp

Gly

Gly

Val

Glu
270

Asn

15

Arg

Leu

Sexr

Gln

Phe

85

His

Phe

Asn

Ile

Ile

175

Cys

val

Leu

Leu
255

Pro

His

Asn

Phe

Thr

Pro

g0

Gln

Mec

Trp

Trp

Glu

150

Phe

Thr

Leu
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His Ser val Pro Asn Thr Asp Met Trp Glu Cys Val Asp Leu Tyr Pro
275 280 285

Val Ser Thr Thr Asn Asp Ser Ala Leu Asp Vval Ala Ala Tyr Gly Pre
290 295 300

Gly Ile Lys His Val Leu Lys Glu Ser Trp Glu Gly His Ala Met Asp
305 310 315 320

Phe Tyr Ser Ile Gly Thr Tyr Asp Ala Phe Asn Asp Lys Trp Thr Pro
325 330 335

Asp Asn Pro Glu Leu Asp Val Gly lle Gly Leu Arg Cys Asp Tyr Gly
340 345 350

Arg Phe Phe Ala Ser Lys Ser Leu Tyr Asp Pro Leu Lys Lys Arg Arg
355 3690 365

val Thr Trp Gly Tyr Val Ala Glu Ser Asp Ser Tyr Asp Gln asp Val
370 375 380

Ser Arg Gly Trp Ala Thr Ile Tyr Asn Val Ala Arg Thr Ile Val Leu
385 330 395 400

Asp Arg Lys Thr Gly Thr His Leu Leu Gln Trp Pro val Glu Glu Ile
405 410 415

@lu Ser Leu Arg Ser Asn Gly His Glu Phe Lys Asn Ile Thr Leu Glu
420 425 430

Ile Ile Pro Leu Asp Val Gly Ser Ala Thr Gln Leu Asp

Pro Gly Se
4 440 445

[}
;oM

Tle Val Ala Thr Phe Glu Val Asp Gln Glu Ala Leu Lys Ala Thr Ser
450 455 460

Asp Thr Asn Rsp Glu Tyr Gly Cys Thr Thr Ser Ser Gly Ala Ala Lys

465 470 475 480

[

Gly Glu val Leu Asp Eis Ser Gly Ile ala val Leu Ala His Gly Thr
485 480 495
Leu Ser Glu Leu Thr Prc Val Tyr Phe Tyr Ile Ala Lys Asn Thr Lys
500 505 510

Gly Gly Val Asp Thr His Phe Cys Thr Asp Lys Leu Arg Ser Ser Tyr
515 520 525

Asp Tyr Asp Gly Glu Lys val val Tyr Gly Ser Thr Val Pro Val Leu
530 533 540
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Asp Gly Glu Glu Phe Thr Met Arg Ile Leu Val Asp His Ser Val Vval
545 550 555 560

Glu Gly Phe Ala Gln Gly Gly Arg Thr Val Ile Thr Ser Arg val Tyr
565 570 575

Pro Thr Lys Ala Ile Tyr Glu Ala Ala Lys Leu Phe Val Phe Asn Asn
580 585 530

Ala Thr Thr Thr Ser Val Lys Ala Thr Leu Lys Val Trp Gln Met Ser
535 600 605

Gln Ala Phe Val Lys Ala Tyr Pro Phe
610 615
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i2) INFORMACE PRC SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM

[

Lo

.

1)

| CHERAKTERISTIXA SEKVENCE:
(A)
(B)

{C]

i

(D)

DELKA: 2073pard bazi
TYP: nukleova kyselina
TYE VLAXNA:jednoduché
TOPOLOGIE: linearnil

i1 TYP MOLRKULY: cDNA
CTETIOKE D ano

HYE

PALSI ZNAKY:
L4

(B

TMENG/0ZNESENT COS
poZICE: 22 .. LB

1) POPIZ SEKVENCE: SEKVENCE S ID. G

.

-

TTACCTCATT TCCATCAACC ATG AGA ACG ACT GRA CCC CAA ACT GAC CTT
Met Arg Thr Thr Glu Prs Gln Thr Asp Leu

GAG
Glu

CcCG
Bro

ECA
Thr
860

TAC
Tyr

AGT
Ser

ACH
Thr

Gly

CAT
Hisa

GCC
Ala
645

TTG
Leu

CAA
Gln

TCT
Ser

GCT
Ala

CCA
Pro
725

GCh
Ala
a30

Gec
Ala

GTC
val

cac

His

TCC
Ser

TTT
Phe
710

TTG
Leu

ceo
Pro

GTG
val

TCT
Ser

GAT
ASR

CAG
Gln
695
CAT

His

¢
Phe

620 625

AAC CAC ACT CCR CTA CTG GAC CAC CCC GAA CCA CCA

Asn His Thr Pro Leu Leu Asp His Pro Glu
635 540

AGA AAC €GG TTG TTG ATT AGG GIT TCG TCC
Arg Asn Arg Leu Leu Ile Arg Val Ser Ser
650 653

cTG TTT TTT GTT TCA GCA TTC CTA CTC ATT
Leu Phe Phe val Ser Ala Phe Leu Leu Ile
665 6570

TOC ACT TAC ACC GAT GAT AMT TCA GCA CCG
Ser Thr Tyr Thr Asp Asp Asn Ser Ala Pro
530 685

CAG CCC TCC GOT GCC GAT CGC CTG AGA TGG
Gln Pro Ser Ala Ala Asp Arg Leu Arg Trp
700 705

TTC CAG CCC GCCT AAR AAT TTC ATT TAT GAT
phe Gln Pro Ala Lys Asn Phe Ile Tyr Asp
715 720

CAT ATC GGT TGE TAC CAT CTT TTC TAC CAA
Hig Met Gly Trp Tyr His Leu Phe Tyr Gln
730 735

Pro

AGT
Ser

CTC
Leu

o n
oM
(=L A A

GAG
Glu

Cccc
Pro

TAC
TyrY

Prc

ATC
Ile

cTE
Leu
867

GAA

Glu

AGA
Arg

AAC
Asn

AAC
Asn

386




CCG
Pro
740

Lys

GAG
Glu

CCT
Pro

GAG
Glu

TTG
Leu
820

AGT
Ser

GGC
Gly

ACT
Thr

ARTG
Met

TGT
Cys
900

GTT

Val

GAG
Giu

TAC
Tyr

GAT
Asp

TGG
Trp

GAC
Asp

CRG
Gln
805

GTR
val

GGC
Gly

CCT
Fro

GGA
Gly

TTG
Leu
885

GTC
Val

GCG
Ala

Gly

GCT
Ala

ATG
Met

TAC

GGA
Gly
790

CTC
Leu

GAA
Glu

ATC
Ile

GAC
Asp

CTC
Leu
87¢

GAC

Asp

GAC
Asp

GCC
Ala

CAC
His

cce
Pro

ATA
Ile

GAC
hsp
775

AGA
Arg

CAG
Gln

TGS
Trp

GGC
Gly

GGT
Gly
855

GTC
val

GAG
Glu

cTT
Leu

TAT
Tyx

GCG
Ala
935

FPhe

RAT
Asn
760

ATA
Ile

ATT
Ile

TGT
Cys

GTT
Val

QTC
Leu
840

Lys

TTA
Leu

CCG
Pro

TAC

GGT
Gly
920

ATG
Met

TGG

Trp
745

TGG
Trp

GAA
Glu

TTC
Phe

ARG
Lys

CGC
Axrg
82%

ACA
Thr

CAC
Hisg

GTA
val

TTG
Leu

cCcT
Prc
905

cca

Pro

GAC
Asp

GGA
Gly

Phe

GGT
Gly

GCT
Ala

GCC
Ala
alo

TAC
Tyr

GAT
Asp

CaT
Arg

TAT
Tyr

CAC
Hig
820
GTG
val

GGT
Gly

TTT
Phe
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AAC
Asn

Glu

GTT
val

CTC
Leu
795

GTG

Val

GAT
Asp

TAC
Ty=

ATG
Met

CAC
His
875

TCG
Ser

TCA
Ser

ATC
Ile

TAC

BTG
Met

TTA
Leu

CTG
Leu
780

TAC

CCA
Pro

GCC
Ala

AGA
hrg

ATH
Ile
860

ACT
Thr

GTC
val

ACG
Thr

ARG
Lys

TCG
Ser
940

ACT
Thr

CCG
Pre
765

AGT
Ser

ACC
Thr

GTT
Val

™
L

Asn

GAT
Asp
B45

ATC
Ile

ACC
Thr

cce
Pro

ACC
Thr

CAT
His
925

ATC
Ile

TGG

Trp
750

ATA
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

AAT
Asn

CCG
Pro
B30

CCT
PrO

GGG
Gly

GAC
ASD

AAC
Asn

AAC
Asn
210

GTG
Val

GGG
Gly

GGA
Gly

Gcc
Ala

AGT
Ser

AAT
Asm

GCT
Ala
815

ATA
Ile

AGT
Ser

ACG
Thr

TTT
Fhe

ACT
Thr
895

GAT
Asp

CTT
Leu

ACA
Thr

CAT
His

TTA
Leu

ACT
Thr

ACA
Thr
800

BGT

Ser

TTA
Leu

ACT
Thr

BAG
Lys

ACA
Thr
880

GAT
Asp

AGT
Ser

Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

GCG
Ala

ACC
Thr
785

AAC
Asn

GAT
Asp

TAT
Tyr

GTG
val

AGG
Arg
BR3

AAT
Asn

ATG
Met

GCA
Ala

GAA
Glu

GAT
Asp
945

GTC
val

CCA
Pro
770

ATT
Ile

GAC
Asp

CCA
Pro

GCe
Ala

TGG

Trp
850

AAT
Asn

TAT
Tyr

TGG
Trp

CTT
Leu

AGT
Ser
930

GCA
Ala

AGT
Ser
755

ACT
Thr

TTA
Leu

CTC
Leu

TTA
Leu

CCT
Pro
B35

ACG
Thr

ACG
Thr

GTA
val

GAA
Glu

GAT
Asp
915

TGG
Trp

r

TTT
Phe

434

482

530

578

626

674

722

770

818

868

914

962

1010




ARC GAT AAG TGG RCA CCC GAT AAT CCC GAA CTA GAC GTC GGT ATC GGG
Asn Asp Lys Trp Thr Pro Asp Asn Pro Glu Leu Asp val Gly Ile Gly

TTG
Leu

CCG
Pro
980

AGT

Ser

GCA
Ala

TGG
Trp

ARA
Lys

TCA
Ser

1060

GCG
Ala

AGT
Ser

GTT
Val

ATT
Ile

sjcle)
Arg
965

TTG
Leu

TAC

AGG
Arg

CCG
Pro

AAT
Asn
1045

GCT
Ala

TTA
Leu

TCG
sar

CTT
Leu

GCT
Ala
1125

950

TAC GGA
TyT Gly

GAT
Asp

TGC
Cys

CGA AGA
Arg Arg
985

AAG

Lys Lys

GAC GTC
Asp Val
1000

GAC

hsp Gln

ATT GTA CTC
Ile Val Leu
1015

aCC
Thr

ATC
Ile

GTG GAG GARA
val Glu Glu
1030

GAG
Glu

CTT
Leu

ATA ACA
Ile Thr

GAC
Asp
1065

TTG
Leu

CAG
Gln

ACG
Thr

ACA AGT
Thr Ser
1080

GCA

Lys Ala

cCa GCC AAR
Ala Ala Lys
1095

GGT
Gly

CAC GGA ACC
His ¢ly Thr

GCC
Ala
1110

ARA ARC ACC ARG
Lys Asn Thxr Lys

(Z 299825 B6

955

[efale]
Ala

TTT
Phe

BGG
Arg
970

TTC
Phe

GGT
Gly

GTC
val

ACT
Thr

TGG
Trp

GGA
Gly

TGG
Trp

TCT
Ser

AGA
Arg

1005

ARG ALT
Lys Thr
1020

GAT
Asp

aee
Arg

AGC TTG
Sar Leu
1035

AGA
Arg

GAG
Glu

ATC
Ile

CCG GGC TCG
pPro Gly Ser
1050

GCA
Ala

ACA
Thr

ATC GTT
Ile Val

ALC
Asn

GARC
Asp
1085

GAC
Asp

ACG
Thr

gTT TTG
val Leu
1100

GGG
Gly

GAA
Glu

GAG TTA
Glu Leu

CTT
Leu

TCG
Ser
1115

GGT GTG GAT
Gly val hs=p

GGA
Gly
1130

ARG
Lys
97%

TCG
Ser

GTT
val

TAT

Tyr
930

ACQT
Thr

GCT
Ala

GGA
Gly

ACC
Thr

TCC
ser

ARC
Asn

cca
Bro

ATT
Ile

1055

GAG
Glu

TTT
Phe
1C70

TAC
Tyr

GAA
Glu

CAT
» His

CCG
Pro

ACT
Thr

ACA
Thr

CAT
His

1135

960

TAC GAC
Tyr Asp

CTC
Leu

RGC
Ser

TCC GAC
Ser Asp
985

GAR
Glu

GCG
ala

AAT GTT
Asn Val
1010

ATT
Ile

TAT
Tvr

CAT
His

CTA CTT CAA
Leu Leu Gln
1025

CAT
His

GAA
Glu

TTC
Phe

GG@ET
Gly
1040

GTA
val

GGC
Gly

GAC
Asp

CTC
Leu

GAG
Glu
1075

CAR
Gln

GTG
val

GAT
AsSp

ACC ACA
Thxr Thr
1080

TGC
Cys

GGT
Gly

TCG
Sar

GGG ATT GCR
Gly Ile Ala
1105

TaC
Tyr

TAT TTC
Tyr Phe

GTIG
Val
1120

GAT
Asp

TTT TGT ACG
Phe Cys Thr

1058

110€

1154

1202

1250

1298

1394

158%




AAR CTA RGG
Lys Leu Arg
1140

AGC ACC GTC
Ser Thr Val

GTG GAT CAT
val Asp His

ATR ACG TCA AGA GTG
Ile Thr Ser Arg Val

1190

CTT TTC GTC TTC AAC
Phe Val Phe Asn

Leu
1205

AAG GTC TGG CAAR ATG
Lys Val Trp Glo Met

1220
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TeA TCA TAT GAT TAT GAT GGT GAG ARG
Ser Ser Tyr Asp Tyr Asp Gly Glu Lys

1145

1150

CCA GTG CTC GAC GGC GAA GAA TTC RCA
Pro Val Leu Asp Gly Glu Glu Phe Thr

1160

11€E

TCG GTC GTG GAG GGG TTT GCA CAA GGG
Ser Val val Glu Gly Phe Ala Gln Gly

1175

1225

1180

GTG
val

ATG
Met

GGA
Gly

GTG TAT GGC

val Tyr Gly
1155

AGG ATA TTG
Arg Ile Leu
1170

AGG ACA GTA
Arg Thr Val
1185

TAT CCC ACG ARAR GCA ATA
Tyr Pro Thr Lys Ala

Ile

AAT GCC ACT ACG ACC AGT
Asn Ala Thr Thr Thr Ser
1210

TCT CAA GCC TTT GIC AAG
Ser Gln Ala Phe Val

Lys

TAC GAA GCA
Tyr Glu Ala
1200

GTG AAG GCG
val Lys Ala
1215

GCT TAT CCG
Ala Tyr Pro

GCcC
Ala

ACT
Thr

TTT
FPhe

ARG
Lys

CTC
Leu

1230

AGTTTTTTAT GCATCTTTTT AAGACATTIGT TGTTTCATAT GATTCAAGTT TTATCTGTGT

GTTATGTTAA GACACGCAGC TTARARTAGC CACATGTGAG ATCATTTGCG TATGGCCGTC

AACTATTTTT TAATATGCAA CTTCAGTAAT GCTATTTACA GTATGTTTTA AGGAARARAR

BAAAAAANAR ARAAAARDRA A

(2)

{i)

[A) DELKA:

{B} TYP:

(D) TOPOLOGIE:
(1i) TYP

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
617 aminokyselin
aminokyseliny
linearni

MOLEKULY: protein

S -

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

1634

1682

1730

1778

1828

1872

1932

1552

2052

2073
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE 5 ID. C.

Met Arg
1

Thr Proc

Arg Leu

Phe Val

g0

Tyr Thr
€5

Ser Ala

Pro Ala

Gly Trp

Gly Asn
130

Phe Glu
145

Gly Val

Ala Leu

Ala val

Tyr Asp

210

Asp Tyr
225

Arg Met

Tyr His

Thr

Leu

Leu

a5

Cer

Asp

ala

Lys

Tyr
115

Met

Leu

Leu

Tyr

Pro

1585

Ala

Arg

Ile

Thr

Thr

Leu

20

Ile

Ala

Asp

Asp

Asn
100

Thr

Pro

Ser

Thr

180

val

Asn

Asp

Ile

Thr
260

Glu

Asp

Arg

Phe

Arg
8¢
Phe

Leu

Trp

Ile

Gly

165

Gly

Asn

Pro

Pro

Gly

245

AsD

Fro Gln

His Prc

Val Ser

Leu Leu

ES

Ser Ala

Leu Arg

Ile Tyr

Phe Tyr

Gly His
135

Ala Leu
150

Ser Thr

Asn Thr

Ala Ser

Ile Leu

215

Ser Thr
230

Thr Lys

Phe Thr

Thr

Glu

Ser

40

Ile

Pro

Trp

Asp

Gln
i20

Ala

Ala

Thr

Asn

Asp

200

Tyr

Val

Arg

Asn

Asp

Pro

25

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
105

Val

Pro

Ile

Asp

185

Pro

Ala

Trp

Asn

265

Leun

10

Pro

Ile

Leu

Glu

Arg

g0

Asn

Asn

Thr

Leu

170

Leu

Leu

Pra

Thr

Thr

250

val

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Pro

Lys

Glu

155

Pro

Glu

Leu

Ser

Gly

235

Thr

Met

His

Ala

Leu

Gln

60

Ser

Ala

Pro

Tyr

Asp
140

Trp

Asp

Gln ¢

Val

Gly

220

Pro

Gly

Leu

4

Ala

Ala

Val

45

His

Ser

Phe

Leu

Ala
125

Met

Tyr

Gly

Glu

205

Ile

Asp

Leu

Asp

Prc

Val

30

Ser

Asp

Gln

His

Phe

110

Pro

Ile

Asp

Arg

Gln
150

Trp

Gly

Gly

val

Glu
270

Asn

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Phe

35

His

Phe

Asn

Ile

Ile

175

Cys

Val

Leu

Lys

Leu

255

Pro

His

Asn

Phe

Thr

Pro

80

Gln

Met

Tzp

Trp
Glu
160

Phe

Arg

Thr

His

240

val

Leu




His

val

Gly

305

Phe

Asp

Arg

Val

Ser

385

Asp

Glu

Pro

Ile

Asp

465

Gly

Leu

Gly

Asp

Ser

Ser

2580

Ile

Tyr

Asn

Phe

Thr

370

Arg

Arg

Ser

Gly

vVal

450

Thr

Glu

Ser

Gly

Tyr
530

Val

275

Thr

Lys

Ser

Prc

Phe
155

Tre

Gly

Lys

Leu

Ser
415

Ala

Asn

Val

Glu

val

515

Asp

Pro

Thr

His

Ile

Glu

340

Ala

Gly

Trp

Thr

Arg
420

Ile

Thr

Asp

Leu

Leu

500

Asp

Gly

Asn

Asn

val

Gly

325

Leu

Ser

Tyr

Ala

Gly

4058

Ser

Ile

Phe

Glu

Asp

485

Thr

Thr

Glu

Thr

ASp

Leu

310

Thr

Asp

Lys

Val

Thr

380

Thr

Pro

Glu

Tyr

470

His

Pro

His

Lys
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Asp

5er

2395

Lys

Tyr

Val

Ser

Ala

375

Ile

His

Gly

Leu

val

455

Gly

Ser

Val

Ehe

val
5§35

Met

280

Ala

Glu

Asp

Gly

Leu

360

Glu

Tyr

Leu

His

Asp

440

Asp

Cys

Gly

Tyr

cys

520

val

Trp

Leu

Ser

Ala

Ile

345

Tyr

Sex

Asn

Leu

Glu
425

Val

Gln

Thr

Ile

Fhe

505

Thr

Tyr

Glu

Asp

Trp

Phe

330

Gly

Asp

Asp

val

Gln

410

Phe

Gly

Glu

Thr

Ala

430

Tyr

Asp

Gly

Cys

val

Glu

315

Asn

Leu

Pro

Ser

Ala
395%

Trp

Lys

Ser

Ala

Ser

475

Val

Ile

Lys

Ser

Val

Ala

300

Gly

AsSp

Arg

Leu

Tyr
380
Arg

Pro

Asn

Ala

Leu

460

Ser

Leu

Ala

Leu

Thr
540

Asp

285

Ala

His

Lys

Cys

Lys

365

Asp

Thr

val

Ile

Thr
445

Lys

Gly

Ala

Lys

Arg

525

val

Leu

Tyr

Trp

Agp

350

Lys

Gln

Ile

Glu

Thr
430

Gln

Ala

Ala

His

Asn

510

Ser

Pro

Tyr

Gly

Met

Thr

335

Tyr

val
Glu
415

Leu

Leu

Thr

Ala

Gly

495

Thr

Ser

val

Pro

Pro

ASp

3120

Pro

Glvy

g Arg

Val
Leu
400

Ile

Glu

Asp

Ser

Lys

480

Thr

Lys

Tyr

Leu




Asp

545

Glu

Pro

Ala

Gln

Gly

Gly

Thr

Thr

Ala
610

Glu Glu

Phe Ala

Lys Ala

580

Thr Thr
585

Phe Val

Phe

Gln

565

Ile

Ser

Lys

CZ 299825 B6

Thr Met Arg

550

Gly Gly Arg

Tyr Glu Ala

vVal Lys Ala

585

600

ala Tyr Pro Phe

615

.29

E70

55

605

530

75

Ile Leu Val Asp His Ser Val Val

560

Thr Val Ile Thr Ser Arg Val Tyx

Ala Lys leu Phe Val Phe Asn Asn

Thr Leu Lys Val Trp Gln Met Ser
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PATENTOVE NAROKY

1. Molckula nukleové kyseliny kédujici protein s enzymatickou aktivitou fruktosyltransfera-
zy (FFT) vedouci k syntéze vysokomolekularnich fruktanovych polymert, jejichz molekuly
obsahuji v praméru vice nez 20 fruktosylovych zbytki, pricemz molckula nukleové kyseliny je

vybrana ze skupiny zahrnujici:

(a) molekuly nukicové kyseliny kodujici protein obsahujici aminokyselinovou sckvenci uvede-
nou jakoid. ¢. 2aid. & 4

(b) molekuly nukleové kyseliny obsahujici kadujici sekvenci uvedenou jako id. ¢. 1 nebo id. ¢. 3.
nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekvenci:

(¢) molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou sekvenci pringjmensim z 80 % identic-
kou s kodujici sekvenci uvedenou v id. €. 1

(d) molekuly nukleové Kyseliny kodujici protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci prinej-
mensim z 85 % identickou s aminokyselinovou sekvenci uvedenou v id. ¢ 21 a

(e) molekuly nukleové kyseliny obsahujici fragment nukleotidové sekvence 7 Casti (a). (b). (¢)
nebo (d).

2. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1. ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci z vice
nez 90 % identickou s kodujici sekvenci uvedenou v id. €. 1.

3. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1. kde aminokyselinova sekvence kodovaného
proteinu je 7 vice nez 90 % identicka s aminokyselinovou sekvenci id. ¢. 2.

4. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1. kde aminokyselinova sekvence kddovaného
proteinu je 7 vice nez 95 % identicka s aminokyselinovou sekvenciid. €. 2.

5. Molekula nukleové kyscliny podle naroku 1. kde aminokyselinovd sekvence kodovancho
proteinu je z vice nez 97 % identicka s aminokyselinovou sekvenci id. ¢. 2.

6. Molekula nukleové kyseliny podle naroku |, kde aminokyselinova sekvence kodovaného
proteinu je z vice ne7 99 % identicka s aminokyselinovou sekvenci id. €. 2.

7. Molekula nukleové kyseliny podle ndrokii | az 6, kterou je molckula DNA.

8. Molckula nukleové kyseliny podle naroku 7, kterou je molekula ¢cDNA.

9. Molekula nukleové kyscliny podle nékierého 2 naroki | az 6, kterou je molekula RNA.

10. Molekula nukleové kyscliny podie nékterého z naroki 1 az 9. ktera pochazi z artyéoku.

11. Vektor obsahujici molekulu nuklcové kyseliny podle kteréhokoliv z naroki 1 az 10,

12. Vektor podle naroku 11, kde molekula nukleové kyscliny je operativié spojena s regulacni-
mi prvky. kleré 7ajistuji transkripci a syntézu translatovateine RNA v prokaryotickych a/nebo
cukaryotickych burikach.

13. Vektor podle naroku 12, kde regulacni prvky jsou odvozeny z promotoru B33 genu patatinu
ncho promotoru 358 CaMV.
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i4. Hostitelska bunka transformovand molekulou nukleové kyseliny podle kteréhokoliv 7 naro-
kit 1 az 10, nebo vektorem podle kteréhokoliv z narokd 11 a7 13, nebo buika, ktera je odvozena
7 takové buitky. kde tyto odvozené buiky obsahuji uvedenou molekulu nukleové kyseliny nebo
uvedeny vektor.

15. Hostitelska buiika podle naroku 14, kterd navic obsahuje gen kodujici sacharézofruktosyl-
transferazu (SST) zavislou na sacharoze.

16. Zpisob pripravy FFT, vyznacujici se tim. 7e hostitelsk¢ buiky podle naroku 14
se kultivuji v podminkach. které umoziuji syntézu FFT, a pak se TET izoluje z kultivovanych
bunék a/nebo kultivaéniho média.

17. FF1 kodovana molekulou nukleové kyseliny podle kieréhokoliv 2 narokit 1 az 10, nebo pri-
pravend zpisobem podle naroku 16.

18. Zplsob pFipravy transformovanych hostitelskych bunék podle naroku 14 nebo 13, zejména
transgennich rostlinngch bunék, transgennich rostlinnych pletiv a transgennich rostlin. vy -
znadujici se tim. Zc obsahuje krok. kdy se vnese molekula nukleové kyseliny podle
kterchokoliv z naroki 1 a7 10 nebo vektor podle kteréhokoliv z naroku 11 az 13 do hostitelske
buiiky. rostiinné buriky. rostlinného pletiva nebo rostliny.

19. Transformovana hostitelska buitka, transgenni rostlinna buiika, rostlinné pletivo nebo rostli-
na, které obsahuji molekulu nukleové kyseliny podie kteréhokoliv z naroku | az 10, nebo vektor
podle kieréhokoliv z ndroki 11 az 13, nebo ktere jsou ptipravitelné zpisobem podle naroku 18.
ncho které jsou odvozeny z takovych bunék, pletiv nebo rostlin, kde uvedena odvozena buika,
nletivo nebo rostlina obsahuje uvedenou molekulu nukleove kyseliny nebo uvedeny vektor.

20. Transformovana hostitelska buiika, transgenni rostlinna buiika, rostlinné pletivo nebo rostli-
na podle naroku 19, kieré navic obsabuji gen kodujici sacharézolruktosyl—transferazu (S5T)
cavislou na sacharoze.

21. Rostlina obsahujici rostlinné buiky nebo rostlinné pletivo podle naroku 19 neho 20.

22. Rostlina podle kteréhokoliv 2 narokit 19 az 21. kterou je uzithova rostlina.

23. Rostlina podle ndroku 22, kde uzitkova rostlina je rostlina obsahujici sacharozu.

24, Mnozitelsky material rostlin podle kter¢hokoliv z naroki 19 az 23, obsahujici rostlinné busi-
kv podle naroku 19 nebo 20.

25. Skliziové produkty rostlin podle kteréhokoliv z narokir 19 az 23, obsahujici rostlinné buiiky
podle naroku 19 nebo 20.

26. Zplsob vyroby vysokomolekulamiho inulinu, jehoz. molekuly obsahuji v priméru vice nez
20 fruktosylovych zbytki, vyzna€ujici se tim, zczahmuje

(a) kultivaci transformované hostitelské bufiky. transgenni rostlinné buriky nebo rostlinného pleti-
va podle naroku 19 nebo 20, nebo rostliny podle kteréhokoliv 7 naroki 19 a7 23 za podminek,
které umoziiuji tvorbu FF'T a preménu |-kestozy. piipadné dodédvané svendi, nebo ekvivalent-
niho substratu, na tento vysokomolekularni inulin. a

(b) izolovani takto vytvofeného inulinu 7z kultivovanyeh bunék. pletiv nebo rostlin nebo 2 kulti-
vaéniho media.
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27. Zplisob vyroby vysokomolekularniho inulinu. jehoz molekuly obsahuji v priméru vice nez
20 fruktosvlovych zbytki, vyzna&ujici se tim, Ze zahrnuje

(a) privedeni 1- kestozy nebo ekvivalentniho substratu do kontaktu s FFT podle naroku 17 za
podminek. které umoziuji pieménu na tento vysokomolekularnt inulin, a

(b) izolovani takto vytvofeného inulinu.

28. Zpilsob in vitro vyroby vysokomolekularnibo inulinu. jehoz molckuly obsahuji v praméru
vice nez 20 frukiosylovvch zbytkl, vyznadujiei se tim. 7csc sacharoza, jakoZto sub-
strat, pieméni na vysokomolekularni inulin pisobenim kombinace enzymi obsahujici SST a FFT
podle naroku 17

29. Pouziti vysokomolekularniho inulinu, jehoZ molekuly obsahuji v priméru vice ne7 20 fruk-
tosylovych zbytk{l, pfipravitelného 2 hostitelske buiky. rostlinné butiky nebo rostlinného pletiva
podle naroku 19 nebo 20, « rostliny podle kteréhokoliv 2 narokil 19 az 23, z mnoZitelskcho mate-
rialu podle naroku 24, nebo ze skliziového produktu podte naroku 25, nebo za pomoci zpisobu
podle kieréhokoliv z naroki 26 az 28 k vyrobé surfakiantd ke zvyieni viskozity vodnych syste-
mii. jako detergentu. suspendaéniho ¢inidla, pro urychleni sedimentace a pro komplexavani nebo
vazani vody.
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